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1 Einleitung 
An jedem Tatort hinterlässt der Täter seine Spur. Auf dieser Annahme entwickelte sich in 
vielen Schritten die forensische Kriminaltechnik. Die Spur ist ein weitreichender Begriff, sie 
umfasst einen menschlichen Fingerabdruck und reicht bis zum genetischen Fingerabdruck. 
Durch sorgfältige Aufnahmen aller Spuren hofft man einen Hinweis auf den Täter zu 
entdecken. Wenige kernhaltige Zellen, enthalten in einer einzelnen Hautschuppe, und damit 
eine geringe Menge Desoxyribonukleinsäure (DNA) reichen zur Erstellung eines 
sogenannten Identifizierungsmusters aus. Hierauf basiert die forensische Molekularbiologie. 
Durch immense Forschung in diesem Gebiet kam es zu einem großen Fortschritt. Das hat 
zur Folge, dass immer geringere Mengen an DNA ausreichen, um ein Identifizierungsmuster 
zu erstellen. Während man für den genetischen Fingerabdruck von Jeffrays beschrieben 1-
2µg DNA benötigte, reichen heutzutage weniger als 100pg DNA für die Erstellung eines 
Identifizierungsmusters aus. 
Um den enormen Fortschritt der DNA-Analyse zu verstehen, ist hier ein kurzer Abriss der 
Historie der forensischen Molekularbiologie aufgeführt. 
 
1.1 Historische Entwicklung der forensischen Molekularbiologie 
Schon im 19. Jahrhundert beschäftigte sich die Kriminalistik mit der Idee, anhand von 
Spuren eindeutig auf einen Täter schließen zu können. So beschrieb Sir Francis Galton 1892 
die charakteristischen Muster von Fingerabdrücken, die sich bei allen Menschen 
unterscheiden (Stigler, 1995). Diese Vergleiche waren noch nicht standardisiert und die 
Ergebnisse noch sehr von dem jeweiligem Betrachter abhängig. 
Anfang des 20. Jahrhunderts machte man eine weitere Entdeckung: das AB0-System. Das 
AB0-System ist ein vererbbarer Polymorphismus. Karl Langestein entdeckte Antikörper auf 
den Erythrozyten und diese Antikörper, oder auch Polymorphismen, sind mit dem 
Agglutinations-Test nachweisbar. Die Vererbung dieser Polymorphismen verlaufen nach den 
Mendelschen Gesetzen. Man hat Genprodukte, die verglichen werden können und muss 
nicht mehr auf die subjektive Betrachtung von Fingerabdrücken zurückgreifen. Dieses 
Prinzip kann man auch bei einer Abstammungsuntersuchung anwenden, indem hier die als 
Väter infrage kommenden Männer ein oder ausgeschlossen werden können. Dieser 
Fortschritt in der Wissenschaft führte dazu, dass man nach immer mehr 
Proteinpolymorphismen suchte und viele davon beschrieb. Mit Hilfe der unterschiedlichen 
Epitopen für die verschiedenen Proteinpolymorphismen versuchte man Spuren eindeutig 
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Personen zuzuordnen. Die Untersuchung mit Hilfe der Epitope ist stark abhängig vom 
Zustand der Probe. Das biologische Material kann schnell degradieren und die erfolgreiche 
Untersuchung hängt stark von der Lagerung und dem Alter, also der Qualität einer Probe, 
ab. 
1953 wurde von Watson und Crick der Aufbau von DNA auf molekularer Ebene beschrieben 
und man begann sich mehr und mehr mit dem Träger der Erbinformation zu beschäftigen. 
Mitte der 80er Jahre beschäftigte man sich nicht mit den Unterschieden der Genprodukte, 
sondern den Unterschieden der Gene, also auf DNA-Ebene. 
Unsere Erbinformation ist in der DNA gespeichert. Sie ist der genetische Code. Jeweils eine 
Gruppe von drei Basen (Basentriplet) codiert eine Aminosäure. Im Jahr 2001 wurde die 
gesamte Sequenz der menschlichen DNA erstmals durch die Human Genom Organisation 
veröffentlich. Seit 2003 gilt das menschliche Genom zu 99,9% als entschlüsselt, das 
bedeutet man kennt die genaue Abfolge der Basen, aber noch nicht die Funktion von allen 
Bereichen (Lander et al., 2001). Das menschliche Genom besteht aus 3,3 Milliarden 
Basenpaaren, aber nur ein kleiner Teil davon, circa 2%, sind codierende Bereiche. Das 
bedeutet, nur die Information aus diesen zwei Prozent können in ein Genprodukt, etwa ein 
Protein, umgesetzt werden. Die gesamte Information die nötig ist, um ein Protein zu bauen, 
wird Gen genannt. Ein Gen besteht aus Exons und Introns. Während die Exons den Bauplan 
des Genprodukts enthalten, sind Introns zwischengeschaltete, nicht codierende Bereiche. 
Ein Mensch besitzt circa 30.000 bis 40.000 dieser Gene. 
Von diesen 3,3 Milliarden Basenpaaren sind bei allen Menschen 99,9 % identisch. Es 
bleiben noch ca. 3 Millionen Basenpaare übrig, durch die sich die einzelnen Menschen 
unterscheiden. Diese Unterschiede sind für die Forensik wichtig, um eine Spur einer 
bestimmten Person zuzuordnen. Unterschiede können durch Mutationen entstehen. 
Mutationen sind Veränderungen in der Basenabfolge. Das reicht vom Austausch einzelner 
Basen über das Wegfallen bis zum Hinzufügen von einzelnen oder mehreren Basen. 
Entstehen kann diese Mutation durch fehlerhafte Vervielfältigung beziehungsweise fehlende 
Reparaturmechanismen. Dies kann sowohl in codierenden Bereichen, als auch in nicht 
codierenden Bereichen der DNA auftreten. Im codierten Bereich kann es zu einer 
Veränderung des Genprodukts kommen, allerdings nicht zwingend. Diese Veränderung kann 
negativ sein und zu einer Erbkrankheit führen oder auch positiv die Grundlage der Evolution 
bilden. Auf der Untersuchung dieser Unterschiede der DNA basiert die weitere Forschung in 
der Spurenuntersuchung. Da die DNA als Untersuchungsmaterial im Vergleich zu den 
Protein und Enzympolymorphismen wesentlich robuster ist, degradiert sie nicht so schnell 
und ist für forensische Zwecke als Spur besser geeignet. 
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1.1.1 Southern Blot 
1975 beschrieb Southern eine Methode mit der man bestimmte DNA Abschnitte markieren 
konnte, der Southern Blot (Southern, 1975). Hierbei können ausgewählte DNA Abschnitte 
aus einem Gengemisch mit Hilfe von Gelelektrophorese und markierten Gensonden sichtbar 
gemacht werden. Dazu wird vorab mittels Restriktionsenzymen die gesamte DNA in 
Bruchstücke zerschnitten und diese mit Hilfe der Gelelektrophorese der Größe nach 
aufgetrennt. Die Doppelstränge der DNA werden gespalten und auf einer bestimmten 
Membran dauerhaft fixiert. Mit Hybridisierungssonden, meist radioaktiv oder chemisch 
markierte einzelsträngige DNA-Sonden, die komplementär zur gesuchten DNA sind, kann 
der bestimmte DNA Abschnitt sichtbar gemacht werden. Nun kann man feststellen, ob ein 
Mensch ein Träger eines bestimmten DNA-Abschnitts ist oder nicht. Dies wurde dann vor 
allem in der Humangenetik genutzt, um zu erkennen, ob Menschen Träger einer bestimmten 
Krankheit sind, auch wenn sie noch nicht ausgebrochen ist, wie zum Beispiel Morbus 
Huntington. Hierfür wird eine große Mange an DNA benötigt um eindeutige Ergebnisse 
erhalten zu können. 
 
1.1.2 RFLP Technologie 
Im forensischem Bereich entwickelte man darauf basierend die sogenannte Restriktions-
Fragment- Längen-Polymorphie Technologie (RFLP) (Jeffrays et al.,1985b). Sir Allec Jeffray 
beschrieb 1985 den „genetischen Fingerabdruck“ (Gill et al., 1985; Jeffrays et al., 1985 a). Er 
stellte heraus, dass man die DNA mittels Enzymen an definierten Stellen spalten kann. Diese 
Schnittstellen variieren bei jedem Individuum. Durch Auftrennung der DNA erhält man 
Muster, die bei jedem Individuum einzigartig und unterschiedlich sind. Hierfür verwendete er 
den Namen "genetischen Fingerabdruck". Grundlage sind unter anderem die 
Längenpolymorphismen oder Mutationen an den Schnittstellen. Man legt sein Augenmerk 
auf nicht codierende Abschnitte der DNA. Von großer Bedeutung sind Bereiche mit 
Wiederholungen von Basenabfolgen. Diese Basenabfolgen können unterschiedlich lang sein 
und unterschiedlich oft wiederholt werden. Bei jedem Menschen kann eine andere Anzahl 
von Wiederholungen vorliegen. Man spricht von Allelen, welche im Laufe der Evolution durch 
Mutation entstanden sind. Hier liegt eine Einteilung in Satelliten-DNA und „variable number 
of tandem repeats“ (VNTRs) vor. Bei Satelliten-DNA handelt es sich um Sequenzen 
zwischen 5 Basenpaaren (bp) und 171bp. Diese können so oft wiederholt werden, dass die 
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Gesamtlänge des Bereiches zwischen 100 Kilobasenpaaren bis zu einigen 
Megabasenpaaren betragen kann. Zur Spurenanalyse sind Satelliten-DNAs nicht geeignet, 
da die Bereiche viel zu groß sind. Im Gegensatz dazu sind VNTRs wesentlich kürzer. Ihre 
Wiederholungssequenz umfasst maximal 15bp und zusätzlich werden diese nur um die 50 
mal wiederholt. Diese Bereiche sind hoch variabel und so wesentlich besser zur 
Spurenanalyse geeignet. 
Für die enzymatische Spaltung verwendet man Restriktionsendonukleasen aus Bakterien. 
Diese spalten die DNA immer an denselben, spezifischen Stellen (an bestimmten 
Basenabfolgen). Dabei entstehen bei jedem Individuum unterschiedlich lange DNA-
Bruchstücke abhängig von gegebenenfalls den zwischen den Schnittstellen liegenden 
unterschiedlichen VNTRs. Durch die Fragmentation entstehen sehr viele unterschiedliche 
Stücke, die mittels Sonden nach Auftrennung in der Gelelektrophorese sichtbar gemacht 
werden können. Das Ergebnis wird demnach Restriktions-Fragment-Längenpolymorphismus 
genannt. 
Auch hier gab es unterschiedliche Entwicklungsstufen. Für die ersten Systeme wurden Multi-
Locus-Sonden (MLS) benutzt. Diese Sonde erkennt Sequenzen, die aus 1.000bp bis 
20.000bp bestehen. Die Sequenzen bestehen aus bis zu tausendmal wiederholten Motiven, 
während die Motive bis zu 100bp umfassen können. Die Sonden sind relativ unspezifisch 
und binden an mehrere unterschiedliche VNTRs. Mit Hilfe der MLS erhält man ein 
komplexes und hochspezifisches DNA Profil, so dass man gegebenenfalls eine Spur 
wesentlich eindeutiger einer einzigen Person zuordnen kann. Das ist ein enormer Fortschritt 
in der Forensik gewesen. Aber es gibt einige Nachteile der MLS. Man benötigt große 
Mengen an DNA und vor allem hochmolekulare DNA, da die Sonden eine gewisse Größe 
haben. Die DNA der Spuren ist jedoch oft durch Feuchtigkeit oder Bakterien schon 
geschädigt und somit kann gegebenenfalls kein Profil erstellt werden. Ist zu wenig DNA in 
einer Probe enthalten, kann dies auf die Aussagekraft der Banden einen Einfluss haben, 
zum Beispiel könne einige Banden bei zu wenig DNA verloren gehen. Ein weiterer 
nachteiliger Aspekt ist, dass eine Überlagerung von verschiedenen DNAs eine Interpretation 
kaum möglich macht, dies aber bei Tatortspuren sehr häufig auftritt.  
Da die MLS statistisch kaum zu beurteilen sind, haben sich nach einiger Zeit Singel-Locus-
Sonden (SLS) durchgesetzt. Dabei ähnelt der Aufbau der Sonden dem der MLS, aber es 
wird nur noch ein repetitiver Bereich an einem bestimmten Locus erkannt (Jeffray et al., 
1988; Wong et al., 1986). Das Bandenmuster beschränkt sich nun auf maximal zwei Banden, 
je nachdem, ob das Allel homo- oder heterozygot vorliegt, und wird dadurch besser 
interpretierbar. Im Vergleich zu Enzym und Proteinpolymorphismen hat die DNA als 
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Untersuchungsmaterial viele Vorteile, da sie durch ihren Aufbau weniger schnell degradiert. 
Für die Forensik ist diese Untersuchungsmethode noch nicht optimal, da immer noch relativ 
große Mengen an hochmolekularer DNA benötigt werden, die in Spurenmaterial oft nicht zur 
Verfügung stehen. Zusätzlich können Probleme bei der Auftrennung auftreten, wodurch das 
Ergebnis nicht sicher beurteilt werden kann. 
 
1.1.3 PCR 
Ein weiterer Fortschritt ist die Erfindung der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) 1986 durch Mullis gewesen. Hiermit können bestimmte DNA Abschnitte 
kopiert und vervielfältigt werden. Man benötigt nun keine Restriktionsenzyme mehr, die an 
bestimmten Stellen schneiden, sondern der gesuchte DNA-Abschnitt wird mit Hilfe der PCR 
vervielfältigt. Jetzt können auch sehr kleine Mengen untersucht werden und durch die 
Vermehrung einer gewünschten DNA-Sequenz erhöht man die Sensitivität (Kimpton et al., 
1996). Durch die Suche nach möglichst kurzen PCR Produkten kann man auch bei 
degradierter DNA Ergebnisse erhalten (Butler et al., 2003). Außerdem macht man eine 
simultane Amplifikation von mehreren Loci, dies wird dann Multiplex PCR genannt. Hiermit 
spart man DNA gegenüber mehreren Einzelreaktionen (Skolinck und Wallace, 1988). 
Heutzutage untersucht man vor allem Längenpolymorphismen, die aus DNA-Blöcken aus 
zwei bis fünf/sieben Basen bestehen. Die Anzahl der Wiederholungen eines Blocks variiert 
von Individuum zu Individuum, aber nicht innerhalb eines Individuums. Dort ist sie in allen 
Zellen identisch. Diese besondere Art der Längenpolymorphismen wird Short Tandem 
Repeats (STR) genannt.  
Die VNTRs werden nochmals in Minisatelliten und Mikrosatelliten (auch STRs genannt) 
unterteilt. Minisatelliten besitzen eine Länge von 10-100bp, die theoretisch bis tausendmal 
wiederholt werden können. Die Lokalisation im Chromosom ist im Telemorbereich. 
Ist der Repeat zwischen 1 bis 7bp lang, spricht man von Mikrosatellit oder auch Short 
Tandem-Repeat. STRs weisen eine maximale Repeat-Häufigkeit von 100 auf. Schon 1989 
beschrieb Tautz das Vorkommen von kurzen repetitiven Einheiten in der DNA, die in Ihrer 
Länge variieren (Tautz 1989; Weber und May, 1989). Als STRs wurden diese Bereiche dann 
1991 von Edwards beschrieben (Edwards et al., 1991). Bald darauf wurde von Kimpton 1993 
der Gebrauch von STRs in der Forensik aufgezeigt, um einzelne Individuen sicher 
voneinander zu unterscheiden. Dieses Prinzip wurde nun immer weiter verfolgt und etablierte 
sich in der molekularbiologischen Forensik als Methode der ersten Wahl, um 
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Identifizierungsmuster zu erstellen. Es stellte sich als zuverlässig, robust und für forensische 
Zwecke gut brauchbar heraus (Andersen et al., 1996). Bis heute hat man dieses Prinzip 
weiterentwickelt und schon 2001 hatte man über eine Million beschriebene STR-Marker 
(Lander et al., 2001). Diese unterscheiden sich in ihrer Güte. Als besonders für forensische 
Zwecke geeignet Marker werden diese erachtet, die eine hohe Diskriminierungskraft haben. 
Das bedeutet, sie besitzen möglichst viele verschiedene Merkmale, die in der Bevölkerung 
möglichst gleich verteilt vorliegen. Außerdem werden Marker mit einem kurzen Amplifikat 
verwendet, um auch degradierte DNA zu erfassen. Um eine internationale Vergleichbarkeit 
der Daten zu ermöglichen wurde schnell klar, dass man international zusammen arbeiten 
muss (Martin et al., 2001). Die schon 1988 gegründete European DNA Profiling Group 
entwickelte eine internationale, vereinheitlichte Untersuchungsstrategie (Gill et al., 1994). So 
arbeitete man auch an einer Vereinheitlichung der Nomenklatur (Gill et al., 1997, Tully G. et 
al., 2001). Heute finden hauptsächlich STRs Verwendung, die aus vier Basen 
(Tetranukleotid- Repeats) bestehen. Alle liegen im nicht codierenden Bereich der DNA. Für 
die Erstellung eines Identifizierungsmusters wurden in Deutschland standardmäßig im Jahr 
1998 fünf Marker, 2001 acht Marker, dann 11 Marker und ab 2011 16 Marker untersucht. Für 
unsere Versuche wurden folgende acht Marker verwendet: D3S1358, D8S1179, D18S51, 
D21S11, FGA (FIBRA), SE33 (ACTBP2), TH01 (TC11) und vWA. 
Am Beispiel von dem Marker TH01 (TC11) wird der Aufbau der STRs nun exemplarisch 
erklärt (Abbildung 1). Der STR Marker TH01 ist auf Chromosom 11p15-15,5 lokalisiert. Die 
vorkommende repetitive Einheit ist das Tetranukleotid TCAT (Günther und Patzelt, 1996). 
Die Anzahl der Wiederholungen des Tetranukleotids wird Merkmal oder Allel bezeichnet. In 
der europäischen Population findet man für TH01 zwischen fünf und maximal zehn Repeats. 
Bei den Wiederholungen kann es auch zu einem inkompletten Repeat kommen, hier zum 
Beispiel bei dem Allel 9.3. Jedes Allel liegt in einer normalen menschlichen Zelle immer 
doppelt vor und man spricht von einem diploiden Chromosomensatz. Man unterscheidet 
einen homozygot Genotypen, das bedeutet beide vorkommende Allele sind identisch, oder 
einen heterozygot Genotypen, das bedeutet die beiden Allele sind nicht identisch. 
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Abbildung 1: Beispielhafter Aufbau eines STR Locus: Am Beispiel TH01 zeigt sich die Wiederholung des 
Tetranukleoids, die unterschiedlichen Allele werden aufgezeigt und die Häufigkeitsverteilung in Mitteleuropa. 
Eine Besonderheit ist Allel 9,3, hier liegt ein inkomplettes Motiv in dem Allel 9 
 
In Tabelle 1 werden die Eigenschaften der acht verwendeten STR Marker zusammengefasst. 
 
STR Lage Tetranukleotid Allel 
TH01 (TC11) Chromosom 11p15-5,5 TCAT 5-10 
D18S51 Chromosom 18q21,3 GAAA 10-23 
D3S1358 Chromosom 3p TCTA 13-19 
D8S1179 Chromosom 8 TATC 8-18 
D21S11 Chromosom 21 TCTA 27-34,2 
TCTG 
FGA (FIBRA) Chromosom 4q28 CTTT 18-28 
SE33(ACTBP2) Chromosom 5pter-5qter AAAG 13-34 
vWA (vWF) Chromosom 12p12 TCTA 14-21 
Tabelle 1: Zusammenfassung der verwendeten STRs: Die chromosomalen Lokalisation, hier als Lage 
bezeichnet, die jeweilige repetitiven Einheit des Tetranukleotids und dem Allel. Das Allel entspricht den 
möglichen vorliegenden Wiederholungen 
 
Mit Hilfe dieser STR Systeme kann man eine Spur eindeutig einer Person zuordnen. Um die 
Aussagekraft einer Übereinstimmung zu bewerten, erfolgt eine biostatistische Beurteilung. 
Jedes Allel tritt mit einer bestimmten Häufigkeit in einer Bevölkerungsgruppe auf. Diese wird 
durch Populations-Studien an diversen Stichproben ermittelt und entspricht häufig der 
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Gaußschen‘ Verteilung. In Abbildung 2 sieht man die Häufigkeitsverteilung der Allele des STR 
Systems D3S1358 in Mitteleuropa. Hier treten die Allele in der Mitte häufiger auf als die 
Grenzwerte. Heute liegen für alle forensisch relevanten STR’s ausreichend große 
Populationsstudien für zahlreiche Populationen weltweit vor (Welch et al., 2012). Auf diese 
Daten kann für die Berechnung der Genotyphäufigkeiten zurückgegriffen werden. 
 
 
Abbildung 2: Frequenzhäufigkeit der Allele 13,14,15,16,17,18,19 am Beispiel des STR- Markers D3S1358 
für Mitteleuropäer 
 
Die Mathematiker Hardy und Weinberg konnten beweisen, dass die Häufigkeit eines 
Merkmals in einer Population unter den Bedingungen, dass eine Population sehr groß ist, die 
Individuen sich uneingeschränkt paaren können und es keine Selektion auf Grund einer 
Genveränderung gibt, über die Zeit konstant bleibt. Das bedeutet, dass die erfassten 
Häufigkeiten über einen langen Zeitraum in einer Population gleich bleiben und so für 
Berechnungen herangezogen werden können. Für eine Bevölkerung kann folgende Formel 
aufgestellt werden: 
            
Hierbei ist a oder b die Häufigkeit des Auftretens des Allels A oder B in der Bevölkerung. Für 
einen Genotyp, ist er heterozygot (TYP AB), gilt die Häufigkeit 2ab. Für einen homozygoten 
Genotyp (TYP AA) gilt die Häufigkeit a². Um die Häufigkeit des gesamten 
Identifizierungsmusters zu erhalten, kann man die einzelnen Genotyphäufigkeiten (GH) 
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%
13
14
15
16
17
18
19
Häufigkeitsverteilung  Mitteleuropa (in %)
Allele
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multiplizieren, da die einzelnen Loci unabhängig voneinander vererbt werden, sie liegen auf 
unterschiedlichen Chromosomen (Mayo O., 2008). Bei den hier verwendeten acht Systemen 
folgt: 
                                                             
                
Hier folgt noch eine Verdeutlichung anhand eines Beispiels mit fünf unabhängigen Systemen 
(Tabelle 2): 
 
STR Allelentyp Frequenzhäufigkeiten Genotyphäufigkeiten 
D8S1132 18/18 H(18/18)=0,015² 0,000225 
SE33 15/22 H(15/22)=2x0,04x0,009 0,00072 
TH01 9/10 H(9/10)=2x0,02x0,002 0,00008 
FGA 23/24 H(23/24)=2x0,015x0,013 0,00039 
VWA 16/16 H(16/16)=0,18² 0,0324 
Gesamthäufigkeit 0,00000000000000016 
Tabelle 2: Beispiel der Genotyphäufigkeiten und der Häufigkeit des Identifizierungsmuster mit fünf 
Systemen 
 
Somit werden die Häufigkeiten sehr klein. Würde man von einer Genotyphäufigkeit von 2% 
in jedem STR System ausgehen, ist die Frequenz des Identifizierungsmusters bei den hier 
verwendeten acht Systemen insgesamt 0,028 = 2,56 x 10-14. Mittlerweile werden noch mehr 
Systeme zum Erstellen eines Identifizierungsmusters routinemäßig untersucht. Die 
Häufigkeit des Auftretens eines Identifizierungsmusters liegt in jedem Fall weit unter 1 zu 
einer Billion. Bei einer Erdbevölkerung von ca. 7 Milliarden, kann man somit davon 
ausgehen, dass ein erstelltes Profil „einzigartig“ ist. Die einzige Ausnahme bilden hier 
eineiige Zwillinge. Eineiige Zwillinge unterscheiden sich nur sehr gering durch einzelne 
Basenpaaraustausche in ihrer genetischen Information. Diese Bereiche werden in der Regel 
nicht von den STR Systemen erfasst. 
Zum Zeitpunkt der Arbeit wurden acht STRs, basierend auf den derzeitigen Daten der 
Deutschen DNA Analyse Datei (DAD), untersucht. Mittlerweile sind deutschlandweit 
routinemäßig 16 STRs vorgeschrieben.  
Die DAD wurde 1998 beim Bundeskriminalamt gegründet, nachdem es zur 
Gesetzesänderung kam, DNA Analysen als strafprozessuale Maßnahme möglich wurden 
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und eine Speicherung von personenbezogenen Daten in Form von Identifizierungsmustern 
erlaubt wurde (§ 81 StPO). In der DAD werden Datensätze von bislang nicht zugeordneten 
Tatortspuren und von Personen gespeichert. Zu diesen Personen zählen Verurteilte und 
Beschuldigte, die wegen einer Straftat mit erheblicher Bedeutung, mehreren Straftaten, die in 
ihrer Summe schwerwiegend sind oder wegen Straftaten gegen die sexuelle 
Selbstbestimmung überführt sind oder bereits verurteilt wurden. Grundsätzlich können alle 
tatrelevanten Spuren, die bislang keiner Person zuzuordnen waren, auf Veranlassung der 
ermittelnden Beamten unter dem Vorbehalt einer richterlichen Anordnung in der DAD 
gespeichert werden. Im ersten Quartal 2014 umfasst die DAD einen Bestand von 1.058.270 
Datensätzen, aufgeteilt in 811.030 Personendaten und 247.240 Spurendatensätze. 
Monatlich werden ca. 8.500 Datensätze eingegeben. Seit Beginn der DAD kam es zu 
171.619 Treffern (Stand vom 31.03.2014). Mit Treffern beschreibt man die Tatsache, dass 
ein Profil, das neu in DAD eingegeben wird, mit einem schon vorhandenen Profil 
übereinstimmt. Man unterscheidet 35.435 Spur-Spur-Treffer und 136.184 Spur-Person-
Treffer. Im Idealfall bedeutet das, dass mit Hilfe der DAD eine Straftat geklärt werden kann 
oder zumindest Zusammenhänge zwischen verschiedenen Taten oder Tatorten erstellt 
werden können. Im Bereich der Diebstähle kam es zahlenmäßig zu den meisten Treffern. 
Hier gab es 106.679 Spur-Person-Treffer, das entspricht 78,3% der Spur-Person-Treffer. 
 
1.2 Spurensicherung 
Die oben dargestellte historische Entwicklung in der forensischen Molekularbiologie zeigt 
deutlich, dass durch den Fortschritt immer kleinere Spuren verwendet werden können und 
immer weniger DNA ausreicht, um ein Identifizierungsmuster zu erstellen. Folglich finden 
sich an einem Tatort immer mehr Spuren, die als potentielles Untersuchungsmaterial in 
Frage kommen. Dies führt zu einer Flut von Proben. Im Gegenzug kommt es zu steigenden 
Personal- und Sachkosten. Allerdings enthält nicht jede asservierte Spur automatisch DNA 
und somit führt nicht jede Spur automatisch zu einem verwertbaren Ergebnis. Am Tatort 
kann man nicht sicher sagen, welche Spur genügend DNA enthält und welche nicht. Früher 
beschränkte man sich auf Blut, Speichel und Sperma- Spuren, da diese genügend DNA für 
die damaligen Testverfahren enthielten. Heutzutage reichen schon Hautschuppen aus, um 
ein DNA-Profil erstellen zu können. Diese geringe Menge an DNA könnte in jeder Antragung 
enthalten sein. Um sicher keine Spur zu übersehen, wird eine große Menge an Proben 
eingesammelt. Hier ist eine Optimierung notwendig, um einen kosteneffizienten und 
effektiven Ablauf zu gewährleisten. Diese Optimierungsmaßnahmen werden unten 
dargestellt. 
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Der Arbeitsprozess beginnt bei der Materialgewinnung. An jedem Tatort werden möglichst 
alle tatrelevanten Spuren, die DNA enthalten könnten, aufgesammelt. Gründliche und 
überlegte Spurensicherung ist die Voraussetzung für eine erfolgreiche Analyse. Bond (Bond 
et al. 2008) stellte in seiner Studie fest, dass schon die Polizei eine wichtige Rolle bei der 
Probengewinnung übernimmt. Sie treffen eine Vorauswahl bei den Spuren. Somit ist die 
Erfahrung und Ausbildung der am Tatort befindlichen Polizisten Ausschlag gebend dafür, 
nicht nur Spuren mit viel DNA zu finden, sondern vor allem die Spur eines Täters zu 
entdecken. 
Ein Problem bei der Probennahme besteht darin, dass Kontaktspuren meist mit dem bloßen 
Auge nicht sichtbar sind. Das bedeutet, die Spurensicherung muss sich überlegen, wo eine 
Spur sein könnte, um sie quasi „auf Verdacht“ zu asservieren. Es ergab sich die 
Notwendigkeit spezifischer kriminaltechnischer Methoden, um Spuren, die DNA enthalten 
können, sichtbar zu machen. Hier werden drei gängige Voruntersuchungstests beschrieben. 
So wird etwa Ninhydrin verwendet, um biologisches Material sichtbar zu machen. Anslinger 
et al. zeigt, dass Ninhydrin auf Grund seiner Bindungseigenschaften an Aminosäuren als 
Screeningmethode für biologisches Material verwendet werden kann. In 96% der Fälle war in 
Proben, die auf Ninhydrin reagiert haben, auch DNA enthalten, während nur in 9 % der Fälle 
in Proben, die Ninhydrin-negativ waren, DNA gefunden wurde. Es konnte kein 
Zusammenhang zwischen dem DNA Gehalt einer Probe und der Intensivität der Färbung mit 
Ninhydrin festgestellt werden. Als Schlussfolgerung kann diese Screeningmethode zur 
Voruntersuchung verwendet werden, allerdings sollten in sehr schweren Verbrechensfällen 
ggf. alle Spuren untersucht werden (Anslinger et al., 2004). Ninhydrin bindet an Aminosäuren 
und zeigt an, wenn Proteine in einer Probe enthalten sind. Das bedeutet aber nicht, dass 
humane DNA in der Probe enthalten ist. Weiterhin wird Licht in bestimmten Wellenlängen 
verwendet, etwa Superlite 400 der Lumatec GmbH, um latente Spuren sichtbar zu machen 
(Vogel, 2008). Bei weiterer Forschung fand man unterschiedliche Stoffe, die mit Hilfe des 
Lichts bei Vorhandensein von DNA zur Fluoreszenz gebracht werden. Schulz et al. 
veröffentlichte 2011 eine Studie zu 5-Methylthioninhydrin (5-MTN). In Zusammenhang mit 
Zinkchlorid entsteht eine starke Färbung, die fluoresziert. Es zeigt sich eine starke 
Verbesserung der Sichtbarkeit der Proben und es können wesentlich mehr Spuren entdeckt 
werden. Außerdem kann kein Einfluss auf die spätere Amplifizierung festgestellt werden 
(Schulz et al. 2011). Der Fortschritt an dieser Methode ist, dass in der Probe mit hoher 
Wahrscheinlichkeit DNA vorliegt, aber leider bedeutet das nicht, dass humane DNA in dieser 
Probe vorhanden ist. Es kann auch DNA vom Tier oder anderen Lebewesen vorliegen. 
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1.3 Kontaktspuren 
Der Mensch hinterlässt immer wieder Hautschuppen, Haare oder Spuren von Speichel, zum 
Beispiel an Kaugummis oder Zigaretten. Das Ziel der Spurensicherung ist es, dieses Material 
zu asservieren. Durch Kontakt mit einem Gegenstand können Hautschüppchen übertragen 
werden. Wickenheiser et al. befasste sich 2002 mit der Theorie von „good shedder“ und „bad 
shedder“, um eine Erklärung für die unterschiedlichen Mengen an DNA, die von 
verschiedenen Personen auf einem Gegenstand übertragen werden, zu erklären. Durch 
Kontakt mit einem Gegenstand wird DNA auf diesem Gegenstand hinterlassen. Wie viel 
DNA übertragen wird, hängt zum Beispiel von der Länge der Berührung sowie der 
Oberfläche des Gegenstands ab (Wickenheiser, 2002). Neben diesen Gründen scheint es 
aber auch individuelle Eigenschaften zu geben, die noch nicht geklärt sind und die dazu 
führen, dass manche Personen besser Zellen abgeben als andere. Diese Personen werden 
als „good shedder“ bezeichnet (Wickenheiser, 2002). 
Auch Lowe et al. beschäftigte sich mit diesem Thema und stellte in seiner Studie fest, dass 
die Übertragung von „bad shedder“ gesteigert werden kann, wenn sich die Personen für 
einen Zeitraum von 6h nicht die Hände waschen, während „good shedder“ schon kurz nach 
dem Händewaschen genügend DNA übertragen können. Gründe hierfür sind immer noch 
ungeklärt. Zusätzlich zeigte diese Studie, dass eine Zweitübertragung möglich ist: das 
bedeutet von einer Hand auf die nächste und auf einen Gegenstand. Unter idealen 
Laborbedingungen könnte hier sogar ein Profil einer Person erstellt werden, die den 
Gegenstand nicht berührt hat. Man spricht hier von Sekundärtransfer. Unter normalen 
Tatortbedingungen nimmt dies jedoch keine so große Relevanz ein, da es in der Regel zu 
Mischspuren kommt (Lowe et al., 2002). In seiner Versuchsreihe zum Transfer der DNA von 
Händen an Gegenstände, um Ursachen für „good shedder“ und „bad shedder“ zu erfahren, 
stellte Phipps et al. fest, dass diese Begriffe heutzutage überholt sind. In dieser neueren 
Studie zeigte sich, dass man davon ausgehen kann, dass man Personen nicht einfach in 
„good“ oder „bad shedder“ unterteilen kann, sondern dass eine Vielzahl von Faktoren 
Einfluss auf den Transfer von DNA hat. Die Einteilung von „good shedder“ und „bad shedder“ 
ist wesentlich komplizierter. Falls man von der Annahme „good shedder“ ausgeht, wird dies 
vermutlich meist von Umweltfaktoren überlagert und trifft wahrscheinlich nur auf wenige 
Individuen zu. Als wichtiger Einflussfaktor für den DNA Transfer wird von Lowe et al., das 
Händewaschen identifiziert, da sich, je länger der Proband die Hände nicht gewaschen hat, 
mehr DNA übertragen ließ. Es zeigt sich ebenfalls ein Zusammenhang mit der dominanten 
Hand, dass bedeutet, dass Personen mehr DNA von der rechten Hand abgeben, wenn sie 
Rechtshänder sind. Ursache hierfür ist vermutliche eine mechanische Abreibung. Wie auch 
bei Wickenheiser et al. vermutet, zeigte sich in der Studie, dass ein Sekundärtransfer 
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möglich aber sehr selten ist (Phipps und Petricevic, 2007). Kamphausen et al. nimmt an, 
dass die Menge und Qualität der DNA in einer Probe auch mit der Beschaffenheit der Haut 
zusammenhängen kann. Er hat in seiner Studie Hautproben untersucht, die von Menschen 
mit Hautkrankheiten stammen. Es wurde weiterhin unterschieden, ob die Hautkrankheit 
therapiert wurde oder nicht. Bei der Messung des DNA Gehalts in den Proben zeigt sich, 
dass Probanden mit chronischen Hautkrankheiten mehr Zellen verlieren und so mehr 
übertragen werden kann. In Europa sind bis zu 7% der Erwachsenen an diesen 
Hautkrankheiten erkrankt. Somit könnte das auch eine Erklärung für die unterschiedliche 
Quantität der DNA in unterschiedlichen Spuren sein (Kamphausen et al., 2012). 
Dies zeigt, dass viele Faktoren einen Einfluss auf die Antragung von DNA haben können. 
Hinzu kommt, dass die Spur weiter unter Umwelteinflüssen steht, bevor sie asserviert wird 
und so gegebenenfalls die DNA weiter degradiert wird. Hierdurch wird die Qualität einer Spur 
stark beeinflusst und dies hat alles Auswirkungen darauf, ob man aus dem vorhandenem 
Material ein Profil erstellen kann oder nicht (Bond und Hammond, 2008). 
 
1.4 Möglichkeiten der DNA Quantifizierung 
Eine Vielzahl von am Tatort gewonnener Proben wird dem Labor zur Untersuchung 
übersandt. Man will wissen welche Probe genügend DNA in ausreichender Qualität enthält. 
Das Problem ist, dass einige Proben keine DNA enthalten oder nicht genügend, um ein 
Identitätsprofil zu erstellen. Ist es möglich, diese vorab, das heißt vor dem kostenintensiven 
Schritt der Profilerstellung, auszusortieren? Auch um ein optimales Amplifizieren der DNA 
gewährleisten zu können, muss man Informationen über die Probe in Erfahrung bringen. Ist 
die Probe optimal gereinigt und sind keine Hemmstoffe mehr enthalten? Ist die DNA von 
guter Qualität oder schon zu stark degradiert? Wie viel DNA enthält die Probe? 
Vor der Amplifizierung wird die Probe also einer Quantifizierung unterzogen. In der 
forensischen Medizin ist diese Voruntersuchung der Proben nötig, um besser Aussagen über 
die Proben machen zu können und so bessere Ergebnisse bei der Amplifizierung zu 
erhalten. Da in forensischen Proben die in die nachfolgenden Untersuchungen eingesetzte 
DNA Menge entscheidend für das Ergebnis der Profilerstellung ist, hat man sich daher 
immer wieder mit der Quantifizierung der DNA beschäftigt. Über die Zeit entwickelten sich 
unterschiedlichste Methoden, von denen hier ein kurzer Abriss aufgezeigt wird. 
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1.4.1 Photometrie und Fluormetrische Photometrie 
Bei der Photometrie wird die Fähigkeit der DNA, ultraviolettes Licht zu absorbieren, genutzt. 
Hierbei wird die DNA nicht verändert oder zerstört sondern mit UV-Licht bestrahlt und die 
Absorption gemessen. Dabei weiß man, dass die Purin- und Pyrimidinbasen Licht 
absorbieren, die Pentosephosphatgruppe hingegen nicht. Eine Extinktionsrate von 1 bei 
einer Wellenlänge von 260nm entspricht ca. einer DNA Konzentration von 50pg/µl. Je mehr 
DNA in einer Probe ist, desto mehr Licht wird absorbiert. Mit Hilfe dieser Information kann 
man den DNA Gehalt in der Probe berechnen. Eine Verunreinigung der Probe mit Proteinen, 
Phenol oder anderem Material kann ebenfalls überprüft werden. Um diese Verunreinigung zu 
erkennen, misst man die Probe noch bei einer Wellenlänge von 280nm, dem Maximum der 
Absorption von Proteinen. Der Quotient dieser beiden Werte sollte optimaler Weise größer 
als 1,8 sein. Liegt dieser Wert vor, geht man davon aus, dass die Probe nicht verunreinigt ist. 
Diese Methode ist sehr schnell und hat geringe Kosten. 
Nachteile der Photometrie sind, dass durch Bakterien oder Pilze verunreinigte DNA nicht 
bestimmt werden kann, da das Gemisch sehr trübe ist, und es kann dann keine Absorption 
gemessen werden. Ein weiterer Nachteil ist, dass die hier gemessene DNA nicht nur 
humane DNA umfasst. Da aber Proben mit DNA von anderen Lebewesen verunreinigt sein 
können, ist eine Aussage über den humanen DNA Gehalt nicht zwingend zu treffen. Für die 
Photometrie benötigt man große Mengen, die bei forensischen Proben oft nicht vorliegen. 
Dazu kommt noch, dass eine Verunreinigung mit Hemmstoffen sowie eine Degradierung der 
DNA nicht festgestellt werden kann. Zusätzlich muss die untersuchte Probe verworfen 
werden. Auf Grund einer möglichen Kontamination während des Versuches ist die Probe für 
eine weitere DNA-Analyse nicht brauchbar. So verliert man Untersuchungsmaterial, welches 
bei der Forensik nur in sehr geringem Masse zur Verfügung steht. Heutzutage wird die 
Photometrie in der Forensik in der Regel nicht mehr verwendet. 
Die Quantifizierung durch Photometrie entwickelte sich weiter, indem man fluoreszierende 
Farbstoffe hinzufügt, die fluormetrische Photometrie. Diese Farbstoffe, zum Beispiel 4′,6′-
Diamindine-2-Phenylindole (DAPI) oder Picogreen, heften sich an die DNA und mit Hilfe von 
Licht einer bestimmten Wellenlänge leuchten sie. Je mehr DNA in einer Probe enthalten ist, 
desto stärker ist die Fluoreszenz. Mit Hilfe einer Kalibrierungskurve kann der DNA Gehalt 
bestimmt werden. Fortschritt dieser Methode ist, dass geringere Mengen an DNA gemessen 
werden können und vor allem nur die DNA gemessen wird. Nachteilig ist, dass die Methode 
nicht humanspezifisch ist, sondern der Farbstoff an jede DNA bindet und somit ebenso mit 
tierischer und bakterieller DNA interagiert (Nicklas und Buel, 2003).  
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1.4.2 Slot-Blot Methode 
Ein weiterer Fortschritt in der Quantifizierung von DNA war die Slot-Blot Methode. Diese 
Methode basiert auf der Hybridisierung einer humanspezifischen Sonde an die DNA. Die 
DNA wird dazu vorab durch Gelelektrophorese aufgetrennt und dann werden spezifische 
Sonden hinzugefügt. Mit einem an die Sonde gekoppeltem Farbmolekül kann nun das DNA-
Stück mit zur Sonde komplementärer Sequenz sichtbar gemacht werden. Durch Erstellen 
einer Standardkurve, die DNA Proben definierter Menge enthält, erfolgt ein Vergleich der 
Intensität der Banden mit der Farbeintensität der Probe, und es kann auf den DNA-Gehalt in 
der Probe geschlossen werden. Von Thermo Fisher wurde der QuantiBlot Human DNA 
entwickelt. Es wird eine Sonde aus einer bestimmten DNA-Sequenz mit Biotin gekoppelt, an 
das Biotin kann wiederum ein bestimmtes Konjugat binden, das mit Hilfe von 
Wasserstoffperoxid und einem Enhancer eine Lumineszenz entwickelt, die mit einem 
Röntgenfilm aufgenommen werden kann. Mit der Slot-Blot Methode kann man humane und 
primatenspezifische DNA quantifizieren. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass sie eine 
Sensitivitätsgrenze bei 0,15ng DNA hat, das bedeutet, dass Proben mit weniger als 0,15ng 
DNA nicht erkannt werden. 
 
1.4.3 Real-Time PCR 
Bei der Real-Time PCR wird das System der PCR genutzt und die Bildung der Amplifikate im 
Moment der Entstehung gemessen. Das Prinzip der Real-Time PCR ist, mit Hilfe von 
fluoreszierenden Farbstoffmolekülen die Menge an entstehenden PCR-Amplifikaten zu 
erfassen und daraus die Anfangskonzentration der DNA aus der eingesetzten Probe zu 
berechnen (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993). Hierbei werden spezifische 
Hybridisierungssonden verwendet, die sich an das zu amplifizierende Stück der DNA heften. 
Diese Sonden sind mit bestimmten Farbstoffen ausgestattet, die ein Signal abgeben, sobald 
das DNA Stück amplifiziert wurde. Bei jeder Verdopplung wird ein Farbstoffmolekül aktiviert. 
Erst wenn genügend Farbstoffmoleküle aktiviert sind, kann die Kamera ein Signal 
detektieren. Nun kann man durch die Anzahl der benötigten Zyklen bis zu einem eindeutig 
messbaren Signal die Anfangskonzentration der DNA in der Probe berechnen (genaue 
Ausführung siehe Kapitel 3.2.3.2). 
Für forensische Zwecke hat diese Methode viele Vorteile. Bei der Real-Time PCR werden 
bestimmte Regionen der DNA amplifiziert, die nur auf der menschlichen DNA vorkommen. 
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So kann man mit Hilfe der Real-Time PCR gezielt humanspezifische DNA in einer Probe 
messen. Die Real-Time PCR ist ein sehr sensitives und spezifisches Verfahren, das 
kostengünstig und effizient die Menge an humaner DNA in einer Probe messen kann 
(Tringali et al., 2004). Die Methode kann auch geringe Mengen an DNA, wie sie in der 
Forensik oft vorliegen, nachweisen. In dieser Arbeit wird der QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kit verwendet. Green et al. zeigte in seiner Studie, dass der QuantifilerTM 
Human DNA Quantification Kit sehr spezifisch für menschliche DNA ist und bis zu 23pg in 
einer Probe zuverlässig detektieren kann (Green et al., 2005). Das Ergebnis des 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wird im Folgendem als TaqMan-Wert, oder kurz 
TaqMan, bezeichnet. 
Ein weiterer Fortschritt ist die Entwicklung der Multiplex Real-Time PCR. Grundlage hierfür 
ist, dass verschiedene Real-Time PCRs gleichzeitig in einem Reagenzgefäß ablaufen 
können. Hierbei werden nicht nur eine Region, sondern mehrere Regionen simultan in einem 
Reaktionsansatz amplifiziert. Man verwendet mehrere Primerpaare und mehrere 
unterschiedlich markierte Sonden. Ein Vorteil gegenüber mehreren Single-Plex-Ansätzen ist, 
dass man geringere Mengen an DNA für den Test benötigt, da mehrere Untersuchungen in 
einem Reaktionsansatz getestet werden können. Somit kann man mit Hilfe der Multiplex 
Real-Time PCR mehr Information aus einer Probe erhalten. Vor allem bei geringen 
Probenmengen, wie sie in der Forensik vorliegen, ist das von Vorteil (Bustin, 2000). 
Zusätzlich kommt es zu einer Kosten- und Zeitersparnis (Edwards und Gibbs, 1994). 
Bei der internen Positiv Kontrolle (IPC) werden zwei Systeme gleichzeitig getestet, man 
kombiniert den Ansatz der Quantifizierung mit einer weiteren Hybridisierungssonde. Somit ist 
dies eine Form der Multiplex PCR. 
Das Prinzip der IPC beruht darauf, dass man mit einer Sonde künstliche hergestellte DNA 
amplifiziert. Proben können mit PCR Inhibitoren verunreinigt sein. Dies führt dazu, dass man 
fälschlicherweise annimmt, eine zu geringe Menge an DNA sei in der Probe, da die 
Amplifikation durch die Hemmstoffe beeinträchtigt und die Anzahl neu synthetisierter 
Amplifikate reduziert wird. Um diese Hemmung aufzudecken läuft bei jeder Analyse eine IPC 
mit. Hierbei handelt es sich um eine konstante Menge synthetischer DNA, die in jede Probe 
dazu gegeben wird. Mit Hilfe einer spezifischen Sonde wird die synthetische DNA 
gleichzeitig amplifiziert und quantifiziert. Das Signal sollte immer nach einer bestimmten 
Anzahl der Zyklen detektiert werden. Man kann davon ausgehen, dass kein Hemmstoff in 
der Probe vorliegt, wenn die Anzahl der Zyklen immer konstant bleibt. Erfolgt diese 
Amplifizierung fehlerhaft oder verlangsamt, geht man davon aus, dass die Probe mit 
Hemmstoffen kontaminiert ist. Für die Forensik liegt der Vorteil darin, dass diese Proben 
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aufgereinigt werden können und so für die spätere Amplifizierung und für die eigentliche 
Genotypisierung optimal aufgereinigt und eingestellt zur Verfügung stehen. 
Der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wurde nach den Richtlinien der SWGDAM 
(Scientifc Working Group DNA Analyse Methods) getestet (Green et al., 2005). Die 
SWGDAM ist eine Organisation unter der Leitung des FBI, die sich mit der Qualität von 
forensischen Laboren beschäftigt. Sie erarbeitet Empfehlungen für Forensische Labore, die 
sich mit Untersuchungsmethoden bis hin zu Sicherheitsmaßnahmen beschäftigen. Zur 
Validierung einer Untersuchungsmethode muss diese Methode folgende drei Eigenschaften 
erfüllen: Der Test muss robust sein und somit wenig fehler- und störanfällig. Der Test muss 
zuverlässig sein, das bedeutet, dass das Ergebnis des Tests die Menge in der Probe korrekt 
wiedergibt. Als Drittes muss der Test reproduzierbar sein. Hierbei muss bei mehrmaliger 
Untersuchung einer Probe immer ein vergleichbares Ergebnis entstehen. 
Nielsen vergleicht 2008 fünf verschieden Methoden zur Quantifizierung. Hierfür verwendete 
er die UV Photometrie, die Fluormetrische Photometrie mit SYBR-Green Farbstoff, die Slot 
blot Methode, den QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit und die RB1 rt-PCR (eine 
Real-Time PCR Methode, die die Region für das Retinoblastom 1 amplifiziert). Im Vergleich 
mit anderen Methoden zur Quantifzierung ist der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit 
sehr geeignet für die Anforderungen der modernen forensischen Molekularbiologie, da er 
sehr sensitiv und immer reproduzierbar ist (Nielsen et al., 2008). Als Nachteil stellt Nielson 
fest, dass im Vergleich von den fünf unterschiedlichen Methoden der Quantifizierung vor 
allem der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit den DNA Gehalt stark überschätzt. 
Ursache hierfür ist vermutlich eine zu niedrige Quantifizierung der Kontroll-DNA, die folglich 
zu höheren Werten bei der zu untersuchenden DNA führt. Die Überschätzung des DNA 
Gehalts mit dem QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit und seine Folgen werden noch 
genauer in der Diskussion betrachtet (Kapitel 0). Es soll sichergestellt werden, dass keine 
Spuren verloren gehen und somit auch Spuren mit sehr wenig DNA erkannt werden. Durch 
die Überschätzung kann davon ausgegangen werden, dass keine Proben aufgrund von 
geringen Werten fälschlicherweise ausgeschlossen werden.  
Unabhängig von der Überschätzung des DNA Gehalts, ergibt sich ein weiteres Problem 
daraus, dass man nicht immer ein Profil bei der Genotypisierung erhält, obwohl laut 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit genügend DNA enthalten ist. Bei dem 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wird ein sehr kurzes Stück von 62 Basen 
amplifiziert. Bei der nachfolgenden Profilerstellung werden unterschiedlich lange Regionen 
amplifiziert, diese Regionen können bis zu 400 Basen lang sein. Liegt die DNA nun sehr 
degradiert vor, ist es wahrscheinlicher, dass ein kurzes Stück von 62 Basen noch nicht 
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zerstört wurde, als dass eine Region von 400 Basen intakt geblieben ist. Somit wird von dem 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit auch sehr degradierte DNA erfasst, die bei der 
Genotypisierung, bei der DNA-Fragmente bis zu 400bp amplifiziert werden, nicht amplifiziert 
werden kann. Dies führt dazu, dass man beim Amplifizieren nur teilweise ein Profil oder gar 
kein Profil erhalten kann (Timken et al., 2005).  
Neben dem QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wurden noch andere Kits entwickelt, 
um zum Beispiel den Anteil an männlicher DNA in einer Probe zu bestimmen. Es gibt noch 
den QuantifilerTM Y DNA Quantification Kit. Dieser Kit erfasst eine Region auf dem Y-
Chromosom und somit ist ein Rückschluss auf das vorhanden sein von männlicher DNA 
möglich (Walker et al., 2005). Bei Spuren, wie sie zum Beispiel bei einer Vergewaltigung 
vorliegen können, kann man so eine Abschätzung machen, ob männliche DNA in der Probe 
enthalten ist oder welches Verhältnis von männlicher und weiblicher DNA vorliegt. Dieser Kit 
kann mit dem QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit kombiniert werden und wird so zu 
einer Multiplex PCR, die Quantifiler Duo Quantification Kit genannt wird. Hierbei wird 
gleichzeitig zur allgemeinenen Quantifizierung der Anteil an männlicher DNA mit bestimmt. 
In der Studie von Bulander et al. wurden drei verschiedene Real-Time PCR Kits zur 
Quantifizierung humaner DNA verglichen. Diese waren QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kit (ABI), QuantifilerTM Duo DNA Quantification Kit (ABI) und Plexor HY 
System (Promega). Der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit bestimmt nur die 
Gesamt DNA mit einer Single Locus Sonde. Der QuantifilerTM Duo DNA Quantification Kit 
bestimmt sowohl die gesamte DNA als auch den Anteil männlicher DNA (ebenfalls SLS). 
Das Plexor HY System verwendet eine Multi-Copy Sonde. Eine Multi-Copy Sonde 
unterscheidet sich von der Single-Copy Sonde darin, dass sie an mehrere Bereiche der DNA 
binden kann und nicht nur an eine einzige Stelle. Darüber hinaus wurden auch zwei 
verschiedene Real-Time PCR Geräte verwendet: Roche LightCycler® 480 und der  ABI 
Prism® 7900HT Sequence Detection System. Es stellte sich heraus, dass grundsätzlich alle 
Kits und Untersuchungsgeräte für die forensische Medizin geeignet sind. Die Ergebnisse der 
einzelnen Kits können schlecht untereinander verglichen werden, da sie jeweils sehr 
unterschiedlich Werte aufweisen und Konzentrationen angeben. Deswegen sollte man bei 
einem Kit bleiben, der im Labor verwendet wird, da man sonst alle Standards reevaluieren 
muss. Es sollten also von jedem Labor für den verwendeten Kit eigene Ausscheidekriterien 
erarbeitet werden (Bulander und Rolf, 2009). 
Zur Verbesserung der Qualität und vor allem der Eichkurve empfiehlt sich der Einsatz von 
Pipettierrobotern, um manuelle Pipettierungenauigkeiten zu minimieren (Grgicak et al., 
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2010). Neue Chargen von Standardreagenzien sollten vor Gebrauch regelmäßig evaluiert 
werden (Koukoulas et al., 2008) 
Multiplex Real-Time PCR Ansätze werden auch noch in anderen Bereichen genutzt. Von 
Wurmb-Schwark et al. verwendete als Zielsequenz sowohl Bereiche auf der nuklearen DNA 
als auch auf der mitochondrialen DNA. Dies wird zum Beispiel bei sehr alten Proben 
verwendet. Mitochondriale DNA liegt in einer Zelle in viel höherer Kopienzahl vor als die 
nukleare DNA. In einer Zelle können bis zu mehreren 100 Mitochondrien vorliegen und jedes 
Mitochondrium enthält mehrere DNA Plasmide. Die nukleare DNA liegt in jeder Zelle nur 
einmal vor. Durch die Anzahl der Kopien von mitochondrialer DNA in einer Zelle ist die 
Wahrscheinlichkeit höher, dass mehr intakte mitochondriale DNA vorliegt, auch wenn die 
Probe schon sehr degradiert ist und nur noch wenig DNA enthält. Vor allem bei sehr alten 
Geweben, zum Beispiel alten Knochen ist dies von Vorteil (von Wurmb-Schwark et al., 
2004). Eine weitere Entwicklung der Multiplex PCR ist, mit Hilfe von mehreren 
unterschiedlich großen zu amplifizierenden Bereichen der DNA Aussagen über die 
Degradierung der Probe zu machen. Können die großen Amplifikate, die bis zu 400 Basen 
umfassen, gebildet werden, ist die DNA gut erhalten, können nur kleine Sequenzen 
amplifiziert werden, liegt die DNA in einem degradierten Zustand vor (Schilz et al., 2004). 
Die Real-Time PCR ist eine für die Forensik sehr wichtige Voruntersuchhung. Mit ihrer Hilfe 
kann man Aussagen über die Qualität und Quantität der DNA in einer Probe machen. So 
erhält man eine Entscheidungshilfe ob Proben aussortiert werden können bevor sie 
amplifiziert werden. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Die historische Entwicklung in der Forensik zeigt welchen enormen Fortschritt die 
Spurensuche in den letzten 100 Jahren gemacht hat. Durch die ständige Forschung reichen 
nur kleinste Mengen an DNA aus, um ein Identifizierungsmuster erstellen zu können. 
Während früher noch Blut und Spermaspuren aufgesucht werden mussten, reichen heute 
einzelne Hautschuppen, um ein Profil zu erstellen. Folglich kommt es zu einem immensen 
Zuwachs an potentiellem Spurenmaterial. Proben, die DNA enthalten könnten, werden 
zunächst asserviert und ins Labor gesandt. Das Problem hierbei ist, dass nicht jede dieser 
Proben, gerade im Bereich der Minimal- beziehungsweise Kontaktspuren, auch DNA in 
ausreichender Menge und Qualität enthalten muss. Bevor man die Probe amplifiziert, was 
sehr kosten- und zeitintensiv ist, will man dafür einige Informationen über die Probe 
gewinnen. Ist genug DNA in einer Probe enthalten für eine Amplifizierung? Ist die DNA nicht 
zu stark beschädigt oder verunreinigt? Mit dieser Information kann man entscheiden, ob eine 
Genotypisierung der Probe im Bereich des Möglichen liegt. Man will jede für eine 
Genotypisierung möglicherweise geeignete Spur detektieren und trotzdem möglichst kosten- 
und zeitoptimiert arbeiten. Deswegen wird vor der Amplifizierung eine Quantifizierung der 
DNA in der Probe durchgeführt. In der vorliegenden Arbeit geht es um die Quantifizierung 
von DNA in einer Probe und die Aussagekraft in Bezug auf die Genotypisierung. Mit Hilfe 
des QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit kann die Menge der humanen DNA, die in 
einer Probe enthalten ist, bestimmt werden, bevor die Probe typisiert und die Profile 
ausgewertet werden. In dieser Studie geht es um die Ermittlung eines möglichen 
Grenzwerts, der es erlaubt, Proben mit einem DNA-Gehalt unter diesem Grenzwert 
auszuschließen, da aus ihnen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit kein Profil mehr gewonnen 
werden kann.  
Somit wurde die Fragestellung bearbeitet, ob und in welchem Maße der QuantifilerTM Human 
DNA Quantification Kit helfen kann, die Entscheidung zu treffen, ob eine Spur 
weiterverarbeitet werden sollte oder nicht. Zusätzlich wurde untersucht, ob man einen 
Grenzwert finden kann, ab dem diese Entscheidung zu treffen ist. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
 
3.1.1 Geräte 
 
Modell Hersteller 
ABI Prism 7300 Sequence Detection System Thermo Fisher1 
ABI Prism® 3130 XL Genetic Analyzer Thermo Fisher 
Bio Robot 8000 Qiagen 
Bio Robot EZ1 Qiagen 
Gen Amp® PCR System (Thermocycler) Qiagen 
Thermoblock Eppendorf 
Thermomixer Eppendorf 
Vortex Eppendorf 
Zentrifuge Eppendorf 
Tabelle 3: Geräteübersicht 
 
3.1.2 Software 
 
Version Hersteller 
Genotyper Thermo Fisher 
GenScan® Software Thermo Fisher 
SDS Software v.1.0 Thermo Fisher 
7300 Systemsoftware Thermo Fisher 
Tabelle 4: Software 
 
  
                                                          
1
 Thermo Fisher Scientific: der Konzern wechselte mehrmals seinen Namen: von Gründung als Grand Island 
Biological Company, über Applied Biosytems und Life Technology zu Thermo Fisher Scientific. Im weiteren 
wird er kurz als Thermo Fisher aufgeführt 
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3.1.3 Chemikalien und Kits 
 
Chemikalie Hersteller 
Aqua ad injectabilia Braun 
HiDi Formamid Thermo Fisher 
10mM Tris-HCL (pH8.0), 0.1 mM Na2EDTA Thermo Fisher 
Tabelle 5: Chemikalien 
 
Kit Hersteller 
AmpF/STR® SEfiler Plus TM PCR 
  
Thermo Fisher 
EZ1 Dna Investigator Kit Qiagen 
10 X Genetic Analyzer Buffer with EDTA Qiagen 
GeneScanTM 500 LIZ® Size Standard /ROX Thermo Fisher 
JumpstartTM Taq DNA Polymerase Thermo Fisher 
Mentype® Nanoplex I PCR Amplification Kit Thermo Fisher 
POP4-TM Performance Optimized Polymer 
   
Thermo Fisher 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit Thermo Fisher 
Tabelle 6: Kits 
 
3.2 Technische Aufarbeitung 
 
3.2.1 Probenmaterial und Entnahme 
Die eingesetzten Proben stammen alle von Spuren aus Routinefällen (Spuren aus dem 
minderschweren Deliktsbereich wie beispielsweise der Eigentumsdelikte, nicht jedoch im 
Bereich von Kapitaldelikten), die forensisch, genetisch analysiert werden sollen. Geeignet für 
diese Untersuchungen sind alle kernhaltigen Zellen, also Zellen, die DNA enthalten. Als 
Spurenmaterial sind somit Gewebe wie Knochen, Zähne, Haare und Fingernägel, sowie 
Körperflüssigkeiten wie Blut und Urin zu verwenden. Außerdem treten viele kernhaltige 
Zellen in Körpersekreten (Speichel, Nasensekret und Schweiß), Ejakulat und Vaginalsekret 
(im Rahmen von Sexualsekreten) auf. Die Spuren selbst werden entweder von der 
Spurensicherung am Tatort asserviert oder später im Labor von den eingeschickten 
Asservaten abgenommen. Zur Abnahme des biologischen Materials von einem Spurenträger 
bedient man sich verschiedener Techniken. So fertigt man beispielsweise Abriebe, indem 
man ein mit DNA-freiem Wasser oder Puffer getränktem Wattetupfer mehrmals über die 
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Stelle reibt, an der biologisches Material vermutet wird. Dieser Tupfer wird an der Luft 
getrocknet, um eine Zersetzung der DNA durch Pilze oder Bakterien zu vermeiden. Um die 
Spur vor Zersetzung zu bewahren ist auch eine Lagerung in Alkohol möglich. Bei 
Folienabtastungen werden Regionen eines Gegenstands, auf dem sich Antragungen 
befinden, mit einem forensischen Spurensicherungsband abgeklebt und diese später mit 
einem sterilen Skalpell wieder abgekratzt, weswegen diese Spuren auch Auskratzungen 
genannt werden. Auch können Teile der Spur mit dem Spurenträger direkt der Untersuchung 
zugeführt werden, hier als Original bezeichnet. Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 7) gibt eine 
Übersicht über die Zusammensetzung der in dieser Arbeit untersuchten Spuren. 
 
Spurenart Anzahl 
Abrieb 2609 
Zigarette 327 
Original 22 
Sonst 21 
Auskratzung 20 
Haar 14 
Blut 12 
Briefmarke 9 
Kaugummi 9 
Sekret 7 
Etikett 5 
Haut 5 
Knebel 5 
Joint 3 
Tabelle 7: vorkommende Spurenarten und ihre Anzahl 
 
3.2.2 DNA Extraktion und Reinigung 
Aus den eingeschickten Spuren muss die DNA isoliert werden. Die Zellen müssen lysiert 
werden, damit man die im Zellkern befindliche DNA erhält. Hierfür werden abhängig von der 
Spur unterschiedliche Reagenzien verwendet. Dabei können aber auch Substanzen des 
Spurenträgers gelöst werden, zum Beispiel Farbstoffe aus Textilien oder Gerbstoffe im 
Leder, die die Probe verunreinigen. Diese können die DNA-Typisierung inhibieren und 
müssen deswegen bestmöglich entfernt werden. Deshalb müssen Proben oft zusätlich 
gereinigt werden. Bei Extraktion und Aufreinigung soll möglichst viel DNA gewonnen werden 
und eine optimale Qualität erzielt werden. Mit den modernen Extraktionsmethoden können 
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beide Arbeitsschritte kombiniert werden. In dieser Arbeit wird der BioRobot EZ1 verwendet. 
Bei dem BioRobot EZ1 erfolgt eine semiautomatische DNA-Extraktion und Aufreinigung. Im 
ersten Schritt wird eine externe manuelle Lyse durchgeführt, im zweiten Schritt erfolgt die 
maschinelle Aufreinigung. 
 
3.2.2.1 Aufbau des BioRobot EZ1 und Bestandteile des Reagenzienkits 
 
Abbildung 3: Worktabel des EZ1: 1. Elutionsröhrchen, 2. Tip Holders mit Tips, 3. Frei, 4. Probengefäß, 5. 
Reagenzienkartusche, 6. Heizblock 
 
 
Abbildung 4: Reagenzienkartusche 
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Abbildung 5: Kartuschenhalter 
 
 
Tabelle 8: Inhalt des BioRobot EZ1 Investigator Kit mit Chemikalien 
 
3.2.2.2 Externe Lyse 
Alle Proben, mit Ausnahme der Haare, werden gleichermaßen behandelt. Die Lyse der 
Haare wird getrennt in Kapitel 3.2.2.4. beschrieben. Zuerst erfolgt die manuelle Lyse gemäß 
Anslinger et al. 2005. Hierfür werden die Proben in ein Eppendorfgefäß überführt und mit 1ml 
Reinstwasser für 10min inkubiert. Das Gefäß wird für 5min bei 13.000U/min zentrifugiert und 
der Überstand verworfen. Zu der Probe wird nun 400l G2-Puffer (Lysepuffer) und 10l 
Proteinase-K aus dem Investigator Kit dazugegeben und durch den Vortexer gleichmäßig 
gemischt. Optional kann noch bei Spuren, in denen ein hoher Proteingehalt erwartet wird, 
10l Dithiotreitol (DTT) zugegeben werden. Bei 56°C wird die Probe nun im Thermoschüttler 
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für mindestens zwei Stunden oder maximal über Nacht inkubiert (Anslinger et al., 2005). Der 
Lysepuffer löst sämtliche Zellwände auf, um die DNA freizusetzen. Die Proteinase-K hilft 
Zellverbände und Zellkernmembranen aufzulösen und spaltet die freiwerdenden Enzyme. 
Hierdurch will man möglichst die gesamte DNA freisetzen. Danach wird das Gemisch für 
4min auf 100°C  erhitzt, um sicher zu gehen, dass Proteinase-K und die DNAsen denaturiert 
werden und die DNA nicht mehr beschädigt werden kann. Nach einer kurzen Zentrifugation 
können die Proben in den Bio Robot EZ1 zur Reinigung der DNA eingesetzt werden.  
 
3.2.2.3 Prinzip des BioRobot EZ1: 
 
 
Abbildung 6: Prinzip der Reinigung des BioRobot EZ1: die vorbehandelten Proben werden mit den magnetic 
beads vermischt, die DNA bindet sich an die magnetic beads und kann so mit Hilfe von Magneten von der 
Flüssigkeit getrennt und gewaschen werden, bis am Ende die DNA wieder von den magentic beads gelöst wird 
und als gereinigte Probe vorliegt 
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Im BioRobot EZ1 können bis zu sechs Proben gleichzeitig aufgereinigt werden. Die DNA 
wird von dem Lysat getrennt, indem man spezielle magnetische Kügelchen, sogenannte 
magnetic beads, benutzt. Diese magnetic beads sind mit einer Silikat-Membran beschichtet, 
die mit Hilfe von chaotropen Salzen DNA binden kann. Zuerst werden die mit definierten 
Chemikalien vorbefüllten Kartuschen (Investigator Kit) in den Kartuschenhalter des Biorobot 
EZ1 gegeben. Danach werden die Elutionsröhrchen, die Tipholder mit Tips und am Schluss 
die Probe in den Roboter an die vorgeschriebene Stelle eingesetzt. Der Ablauf ist in 
(Abbildung 6) dargestellt. Der Roboter pipettiert im ersten Schritt die beads zu der Probe und 
vermischt diese. Der pH und die restlichen Bedingungen sind so gewählt, dass die DNA an 
die beads bindet. Mit Hilfe von einem Magneten werden die beads mit der daran 
gebundenen DNA in die nächste Reinigungsflüssigkeit weitergegeben. Dieser Waschschritt 
wird mehrmals wiederholt, bis alle Zellreste eleminiert sind. In dieser Arbeit wird die DNA mit 
Hilfe von reinstem Wasser wieder von der Oberfläche der beads gelöst und liegt so als 
gereinigte DNA vor. Es ist auch möglich anstatt Reinstwasser Niedrigsalzpuffer zu 
verwenden. Bei allen Proben wird die DNA in 50l gelöst. 
 
3.2.2.4 Extraktion Haare 
 
 Reagenzien Abkürzung 
 Chelex Suspension  
1M Dithiotreitol Sigma DTT 
1M Tris-hydroxymethylaminomethan 
 
TRIS 
5M Natriumchlorid Lösung NaCl  
100mM Calciumchlorid lösung CaCl2 
 SDS  SDS  
70% Ethanol 70%EtOH 
100% Ethanol 100%EtOH 
3M Natriumacetatlösung NaAc 
 GeneElute LPA 2,5%ig  
 Hellmann Puffer  
 Proteinnase K ProtK 
Tabelle 9: benötigte Reagenzien zur Extraktion von Haaren 
 
Zur Extraktion von DNA aus Haaren wird ein Mastermix aus 95µl Hellman Puffer (Tabelle 10), 
4 µl 1M DDT und 1 µl Proteinase K hergestellt. In diesen Mix werden die Haarwurzeln oder 
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Haarbruchstücke gegeben und mindestens 2 Stunden, maximal über Nacht inkubiert. In dem 
Hellmanpuffer befinden sich viele Ca++-Ionen, die die Eigenschaft der Proteinase K 
verstärken und so zu einer besseren Lyse der Zellwände der Haarschäfte führen. Zur 
Isolierung der DNA wird eine Chelex-Gebrauchssuspension, ein ionenbindendes Kunstharz, 
verwendet. 200µl der Gebrauchssuspension werden mit der Probe für 10min auf 56°C 
inkubiert und danach auf 100°C erhitzt. Nach dem Zentrifugieren mit 13.000 U/min wird der 
Überstand abpipettiert und zu der Probe 3M NaAc-Lösung, 8µl Polyacrylamid und 680µl 
eiskaltes Reinstethanol gegeben. Die DNA wird nun mindestens 90min oder über Nacht bei 
–20°C gefällt. Nach Zentrifugieren und Abpipettieren des Überstandes wird das Pellet erst 
getrocknet und danach in 50µl Reinstwasser gelöst. 
 
Stocklösung Substanz Menge 
1M TRIS pH=8,0 1ml 
5M NaCl 2ml 
100mM CaCl2 1ml 
10% SDS 20ml 
Tabelle 10: Hellmann Puffer 
 
3.2.3 DNA-Quantifizierung 
Dieser Schritt bestimmt die Menge an „humaner DNA“, die in einer Probe enthalten ist. Auf 
diesem Ergebnis basiert die weitere Untersuchung. Eine Probe muss nicht weiter getestet 
werden, wenn nicht genügend DNA enthalten ist, um die Erstellung eines Identifizierungs-
Musters zu gewährleisten. Die Quantifizierung gibt an, wie viel der Probe weiterverarbeitet 
werden muss, um eine optimale Konzentration der Template-DNA für die noch folgende PCR 
einsetzen zu können.  
Es erfolgt immer eine Doppelbestimmung mit dem QuantifilerTM Human DNA Quantification 
Kit, um stochastische Effekte beziehungsweise falsche negative Ergebnisse erkennen zu 
können. Mit Hilfe einer Software wird der Mittelwert berechnet. 
 
3.2.3.1 Das Prinzip der PCR 
Die Polymerase Ketten Reaktion ist eine Methode, um geringe Mengen DNA in vitro zu 
vervielfältigen (Mullis und Faloona, 1987; Saiki at al, 1988). Sie kann vielfältig verwendet 
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werden und ist hier sowohl für die Quantifizierung als auch die Typisierung notwendig. Das 
Grundprinzip ist folgendes (Abbildung 7): Die Vervielfältigung passiert, indem die drei Phasen 
der PCR beliebig oft wiederholt werden. In der ersten Phase, der „Denaturierungsphase“, 
wird die DNA durch erhitzen aufgetrennt. Dabei werden die Wasserstoffbrückenbindungen 
getrennt und die DNA liegt in zwei Einzelsträngen vor. In der zweiten Phase, der 
Annealingphase, benötigt man Oligonukleotide (Primer), die komplementär zu bestimmten 
Abschnitten der DNA sind. Diese Primer binden an dem einzelnen DNA-Strang und 
flankieren das zu amplifizierende Stück auf der DNA. Mit Hilfe der DNA-Polymerase und 
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) kann in der letzten Phase ein neuer Strang 
synthetisiert werden. Dieser neu synthetisierte Strang wird nach Vorlage des zu 
amplifizierenden DNA-Stücks synthetisiert und ist zu diesem komplementär. Das Ausgangs-
DNA-Stück wird als Templat bezeichnet. Diese Phase wird Elongation genannt. 
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Abbildung 7: Darstellung des PCR Zyklus:1: Denaturierung , die Auftrennung der DNA in zwei 
Einzelstränge; 2: Annealing, Anheftung der Primer; 3: Elongation: Synthese des neuen Strangs mithilfe der 
Polymerase 
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Diese drei Schritte werden nun beliebig oft (bis zu 32-mal) wiederholt, um die Menge des zu 
amplifizierendem Stückes DNA zu vervielfältigen. Bei dem ersten Durchgang entstehen aus 
einem DNA Strang zwei Stränge. Bei jedem weiterem Schritt, wird diese Anzahl wieder 
verdoppelt. Unter optimalen Versuchsbedingungen würde man nach 30 Zyklen 230 (ca. 1,08 
Mrd.) DNA-Stränge erhalten.  
 
3.2.3.2 Real-Time PCR 
Bei der Real-Time PCR wird die Verdopplung der Amplifikate in Echtzeit dargestellt. Daher 
stammt der Name Real-Time PCR. Pro entstehendes Amplificat wird ein fluoreszierendes 
Signal freigesetzt. Proportional zur Anzahl der PCR Produkte werden mehr und mehr 
fluoreszierende Farbstoffmoleküle freigesetzt. Ab einer bestimmten Menge von 
fluoreszierenden Farbstoffmolekülen können diese mit Hilfe einer Kamera detektiert werden. 
Nun kann man mit Hilfe der Anzahl der benötigten Zyklen bis zu einem Signal auf die 
Anfangskonzentration in dem Gemisch schließen. Somit werden die Proben quantifiziert. 
Dies wird folgendermaßen erreicht:  
Im Mastermix befinden sich die Primer, die sich in der Annealingphase an die Einzelstränge 
der DNA binden. Das Besondere an der Real-Time PCR ist die zusätzliche Verwendung von 
Hybridisierungssonden. Hybridisierungssonden sind einsträngige, künstlich hergestellte DNA 
Matrizen, die an bestimmte Stellen der DNA binden können und als Markierung genutzt 
werden. Diese Hybridisierungssonde bindet ebenfalls während der Annealingphase an eine 
bestimmte Stelle zwischen dem Vorwärts- und Revers-Primer (Abbildung 8).  
 
 
Abbildung 8: Anheftung der Hybridisierungsonde TaqMan® (MGB) in der Annealingphase 
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Die Hybridisierungssonden sind so verändert, dass an ihrem 5‘ Ende ein Reporterfarbstoff 
gekoppelt ist und an das 3’ Ende ein Quencher. Der Reporterfarbstoff ist ein Fluoreszein-
Derivat, der Quencher ist ein Rhodamin-Derivat. Eine Lichtquelle führt zur Fluoreszenz des 
Reporterfarbstoffs. Hier liegt die Besonderheit dieser Hybridisierungssonde. Durch die 
räumliche Nähe von Reporterfarbstoff und Quencher wird die Fluoreszenz unterdrückt, das 
wird auch Fluoreszenz-Energietransfer (FET) genannt (Förster, 1948; Lakowicz, 1983). 
Während der Elongationsphase beginnt nun die DNA-Polymerase mit der Replikation am 
Primer. Dabei arbeitet sich die Polymerase immer weiter bis zur Hybridisierungssonde vor. 
Diese wird nach und nach hydrolisiert und es löst sich zuerst das am 5‘ Ende befindliche 
Reportersignal. Es ist jetzt nicht mehr in Räumlicher Nähe zu dem Quencher und kann nun 
fluoreszieren (Abbildung 9und Abbildung 10).  
 
 
Abbildung 9: Lösung der TaqMan® MGB während der Elongationsphase 
 
 
Abbildung 10: Hydroliesirung des Reporters von der TaqMan® MGB 
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Nur die freien Reporterfarbstoffe fluoreszieren, bei den gebundenen Reporterfarbstoffen wird 
die Fluoreszenz immer noch unterdrückt. 
 
 
Abbildung 11: Abschluss der Elongationsphase, Reporter bleibt gelöst 
 
In jedem Zyklus wird nun pro Strang, der amplifiziert wird, ein Farbstoffmolekül mehr zur 
Fluoreszenz angeregt. Deswegen spricht man von Echtzeit PCR, weil jedes neugebildete 
Amplifikat im Moment der Entstehung gemessen wird. Wenn genügend Reporterfarbstoffe 
fluoreszieren, kann dies mit einer Kamera gemessen werden. Diese Anzahl wird mit dem CT 
-Wert (Threshold Cycle) beschrieben. Er ist die Nummer des Zyklus, bei dem der 
Schwellenwert für unspezifische Fluoreszenzemission überschritten und ein eindeutiges 
Fluoreszenzsignal detektiert wird. Mit Hilfe von diesen Daten sowie einer Eichkurve mit 
Standard-DNA in definierter Konzentration, die man parallel misst, und der Software wird die 
Konzentration der Probe in pg/µl berechnet. 
 
3.2.3.2.1 Auswertung von Real-Time PCR-Daten 
Die Fluoreszenz von jedem Zyklus wird mit der Kamera eingefangen und graphisch 
dargestellt. Es entsteht zum Beispiel folgendes Diagramm (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Darstellung der Fluoreszenz einer Real-Time PCR: Auf der X-Achse sind die Anzahl der 
Zyklen , auf der Y-Achse ist die Stärke des Fluoreszenzsignals Rn  logarithmisch dargestellt; Phase 1 ist die 
exponentielle Phase, Phase 2 ist die lineare Phase und Phase 3 ist die Plateau Phase der Amplifikation. 
 
Diesen Graph teilt man in drei Phasen ein. Die erste Phase wird exponentielle Phase 
genannt. Bei der logarithmischen Darstellung ist hier eine Gerade zu sehen. Bei guten PCR 
Bedingungen müssen mindestens 3 Zyklen in der exponentiellen Phase liegen. Das 
bedeutet, dass genügend Nukleotid Bausteine und Enzyme für eine gute PCR vorliegen. Erst 
wenn die Amplifikate eine Konzentration von 10-8M erreichen, kann keine exponentielle 
Vermehrung mehr stattfinden. Hier beginnt die zweite Phase, die lineare Phase. Es liegt 
immer noch eine Vermehrung vor, die Kurve steigt immer noch, aber nicht mehr exponentiell. 
Ursache hierfür ist, dass mindestens eine der Komponenten, die für die PCR nötig ist, nicht 
mehr in ausreichendem Maß vorhanden ist. Die Amplifikation nimmt kontinuierlich ab. Man 
erreicht die dritte Phase, die Plateau Phase. Die Menge an entstehenden Amplifikaten nimmt 
ab, das Fluoreszenzsignal nimmt nicht mehr zu, die Konzentration der Template DNA ist bei 
ca. 10-7M. 
Am Beginn des Graphen sieht man ein Rauschsignal, das nicht verwertet werden kann. Es 
entsteht dadurch, dass die Kamera Hintergrundrauschen detektiert. Man benötigt einen CT 
Wert. Er ist der Wert, ab dem man ein eindeutiges Signal erfassen kann. Dieser Wert an 
eindeutig detektierbarer Fluoreszenz liegt nicht mehr im Bereich des Rauschens und somit in 
Phase 1. Je nachdem, wie viele Zyklen benötigt werden, um diesen Wert zu erreichen, liegt 
mehr oder weniger Template DNA zu Beginn vor. 
Während der exponentiellen Phase, Phase 1, kann man auf die Menge der Template DNA 
am Beginn der PCR schließen. In dieser Phase steht jede Zunahme der Fluoreszenz linear 
für eine Zunahme der Amplifikate. Hieraus lässt sich folgende Gleichung ableiten: 
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Hierbei steht Nc für die Konzentration an amplifizierten Stücken zu einem bestimmten Zyklus. 
N ist die Anfangskonzentration der Template DNA, E steht für die Effizienz des PCR 
Ansatzes und c ist die Nummer des Zyklus. 
 
3.2.3.3 Der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit 
 
3.2.3.3.1 Bestandteile und Funktion: 
 
Reagenzien Inhalt 
Quantifiler Human Primer Mix Vorwärts- und Rückwärtsprimer 
    
 
     
 
     
  
Quantifiler Human DNA 
 
200ng/µl reiner DNA Standard 
Quantifiler Human Reaction 
 
AmpliTaq Gold® DNA 
    
    
 
Tabelle 11: Reagenzien im QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit 
 
Der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit beruht auf dem Prinzip der Real-Time PCR. 
Ziel ist es mit Hilfe der PCR die Gesamtkonzentration an humaner DNA in der Probe zu 
erfassen. Der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit kombiniert zwei Probenansätze, 
den für humane DNA spezifischen Ansatz und die IPC. Der humanspezifische Ansatz 
beinhaltet zwei Primer zur Amplifikation der humanen DNA, sowie eine spezifische 
Hybridisierungssonde. Diese Hybridisierungssonde enthält an ihrem 5‘ Ende den 
Reporterfarbstoff FAM TM. Am 3‘ Ende der Sonde befindet sich ein nichtfluoreszierender 
Quencher und ein Minor Groove Binder. Letzteres sind Moleküle, die von außen an die 
kleine Furche der DNA binden, um die Bindung der Sonde an die DNA zu verbessern. Die 
Zielsequenz, auch Target genannt, ist in diesem Kit ein Teil des Humane Telomerase 
Reverse Transcriptase Gen (hTERT). Es liegt auf dem Chromosom 5p15.33 und hat eine 
Länge von 62 Basen. Die Region liegt im nicht kodierenden Bereich der DNA. Innerhalb 
dieses Bereiches bindet auch die Sonde. 
Für die interne Positivkontrolle wird eine definierte Menge synthetisch hergestellter DNA 
Fragmente in einer vorgegebenen Konzentration eingesetzt, die nicht in der Natur vorkommt. 
Zusätzlich sind zwei für das IPC Template spezifische Primer enthalten und eine 
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Hybridisierungssonde, die mit dem VIC® Reporterfarbstoff gekoppelt ist. In der Regel, wenn 
keine Hemmung vorliegt, sollte diese Positivkontrolle ab dem 25. PCR-Zyklus detektierbar 
sein. Das Signal sollte in allen Probengefäßen zur gleichen Zeit messbar sein. Ist dies nicht 
der Fall, spricht das Ergebnis dafür, dass in der Probe noch Hemmstoffe enthalten sind. 
Diese Probe muss noch einmal aufgereinigt werden, um bessere PCR-Bedingungen zu 
schaffen. Als Negativkontrolle wird nukleasefreies Wasser benutzt. Hier darf es zu keinem 
Signal kommen, da sonst unsauber gearbeitet wurde und DNA verschleppt wurde. 
Um die Ergebnisse auswerten zu können, wird noch eine Standardverdünnungsreihe 
angelegt. Hierbei wird der im Kit mitgelieferte DNA Standard nach Herstellerangaben 
verdünnt. Man bildet eine Messreihe, die die Korrelation zwischen DNA-Konzentration und 
Zykluszahl, in diesem Zusammenhang auch Fluoreszenzsignal, wiedergibt. Dies kann man 
graphisch darstellen. Als Software wird Sequence Detection Systems (SDS) Software v1.0 
verwendet. Die Interpretation wird in Kapitel 3.2.3.3.3 beschrieben. 
 
3.2.3.3.2 Setup 
Die gereinigten Proben werden zusammen mit dem Mastermix aus dem QuantifilerTM Human 
DNA Quantification Kit in die 96-Well-Platte pipettiert. Bei dieser Platte sind Positionen für 
die Standardverdünnungsreihe, für die Positivkontrolle und für die Negativkontrolle, jeweils 
als Doppelbestimmung, reserviert. Der Mastermix wird aus Quantifiler Human Primer Mix 
und der Quantifiler PCR Reaction Mix nach Herstellerangaben (Tabelle 12) hergestellt. In 23μl 
dieser Mischung werden 2μl von der aufgereinigten Probe gegeben. Um die Proben 
auswerten zu können, muss man noch eine Standardreihe anlegen, die dann verglichen 
werden kann. Die Verdünnungsreihe für die Eichkurve wird gemäß Tabelle 13 aus einer 
Standard DNA mit der Anfangskonzentration 200pg/µl angesetzt. Auch von der 
Verdünnungsreihe werden 2μl entnommen und zum Mastermix pipettiert. Das gesamte 
Setup wird durch einen Roboter (Bio Robot 8000) pipettiert. 
Die 96-Well-Platte wird mit einer durchsichtigen Klebefolie (optical adhesiv Cover) 
verschlossen und diese Reaktionsplatte mit Standardreihe, Proben und Kontrollen in das ABI 
Prism 7300 Sequence Detection System gegeben. Hier erfolgen die Thermocycler-Schritte. 
Zuerst wird alles für 2min auf 50°C, danach für 10sec auf 95°C erhitzt und für 1min auf 60°C 
abgekühlt. Diese PCR-Zyklen werden 40mal wiederholt.  
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Komponenete Volume pro Reaktion 
 Quantifiler Human Primer Mix  10,5 
Quantifiler PCR Reaction Mix 12,5 
Tabelle 12: Mischverhältnis Mastermix 
 
 
Standa
rd 
Konzentrati
on 
 
Menge pro Probe Mind. Menge Verdün
nung 
 Std. 1 50.000 50µl[200ng/µl stock]+ 
150µl 
 
 
10µl[200ng/µl 
stock]+ 30µl 
  
4x 
Std. 2 16.700 50µl[Std. 1]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.1]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 3 5.560 50µl[Std. 2]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.2]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 4 1.850 50µl[Std. 3]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.3]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 5 0.620 50µl[Std. 4]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.4]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 6 0.210 50µl[Std. 5]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.5]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 7 0.068 50µl[Std. 6]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.6]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Std. 8 0.023 50µl[Std. 7]+ 100µl 
T10E0,1/glycogen 
 
10µl[Std.7]+ 20µl 
T10E0,1 buffer 
3x 
Tabelle 13: Ansatz Verdünnungsreihe 
 
3.2.3.3.3 Beurteilung, Auswertung und Qualitätssicherung 
Bevor man die Ergebnisse des QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit bewerten kann 
muss eine Qualitätssicherung erfolgen. Hierfür wird unter anderem die Standardreihe so wie 
die IPC herangezogen.  
Aus den Einzelkurven der Standardreihe wird nach jedem Real-Time PCR Run mit Hilfe des 
Programms SDS Software v1.0 eine Regressionsgerade berechnet. Es wird mit Hilfe der 
Proben der Standardreihe, deren Konzentration an DNA bekannt ist, der entsprechende CT 
41 
 
wert bestimmt. Die Software legt nun durch diese gemessenen Punkte eine Regressions-
gerade. Abbildung 13 zeigt Beispiele dieser Standardkurven. 
 
 
Abbildung 13: Standardverdünnungskurven: auf der X-Achse ist die Anfangskonzentration der Probe 
dargestellt, auf Y-Achse der CT Wert 
 
Das Verhältnis von CT Wert und der DNA Konzentration in der Probe lässt sich in folgender 
Gleichung ausdrücken: 
               
In dieser Gleichung steht m für die Steigung, Qty ist die Anfangskonzentration der DNA und 
b ist der Anfangswert. Nur wenn die Steigung dieser Regressionsgeraden zwischen -2,9 und 
-3,3 liegt, kann das Ergebnis weiterverarbeitet werden. Liegt die Steigung unter -3,3 werden 
die Daten eher überschätzt, liegt die Steigung über -2,9 (das bedeutet die Gerade verläuft 
flacher) werden die Ergebnisse unterschätzt. Um die Qualität der Standardkurve zu 
beurteilen wird noch der Wert R2 betrachtet. Dieser Wert misst die Abweichung der einzelnen 
Messpunkte der Standardreihe und der berechneten Geraden, der Standardkurve. Optimal 
sollte dieser Wert 1 sein, dass bedeutet es gibt keine Differenz, alle Punkte liegen genau auf 
der Geraden. Das ist im ersten Beispiel der Standardkurve zu sehen. Im zweiten Beispiel 
sieht man eine geringe Abweichung der ersten Werte, diese ist noch nicht von Bedeutung für 
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die Standardkurve. Erst wenn R2 auf 0.98 zugeht, müssen die Ergebnisse überprüft werden. 
Mit Hilfe der so gewonnen und evaluierten Standardkurve kann man nun die 
Konzentrationen der unbekannten Proben bestimmen, indem man den entsprechenden X-
Wert für den bekannten CT -Wert abliest. 
Die IPC ermöglicht die Unterscheidung von „richtig negativen“ Proben und durch PCR 
Inhibitoren verunreinigte Proben (zu geringe oder keine Amplifikation auf Grund von  
fehlenden Reagenzien oder fehlerhafter Messung). Man kann in Tabelle 14 mögliche 
Ergebnisse und deren Interpretationen ablesen. 
 
Quantifiler Human 
  
IPC (VIC Dye) Interpretation 
keine Amplifikation Amplifikation richtig negativ 
keine Amplifikation keine Amplifikation ungültiges Ergebnis 
Amplifikation (niedriges 
CT und hohes ΔRn) 
keine Amplifikation IPC Ergebnis ohne 
Bedeutung 
Amplifikation (hohes CT 
und niedriges ΔRn) 
keine Amplifikation Partielle PCR Inhibition 
Tabelle 14: Interpretation der IPC Ergebnisse: 1. Spalte gibt das Ergebnis der Amplifizierung an, 2. Spalte 
gibt das Ergebnis der IPC an .Amplifikation (niedriges CT und hohes ΔRn) bedeutet, dass sehr viel Anfangs-
DNA Vorliegt. Der CT wert ist niedirg, die Abweichung dieses CT werts von der Standardkurve ist gering. 
Umgekehrt bedeutet Hohes CT und niedriges ΔRn,, dass wenig Anfangs-DNA vorliegt, und somit der CT sehr 
hoch ist, aber auch eine große Abweichung vorliegen kann. In der 3. Spalte ist die Interpretation angegeben.  
 
Die Probe ist tatsächlich negativ, wenn keine Amplifikation stattgefunden hat, aber die IPC 
ein korrektes Ergebnis geliefert hat.  
Wenn beide Werte negativ sind, die der Amplifikation und die der IPC, ist keine 
Unterscheidung zwischen Mangel an DNA, Vorhandensein von Inhibitoren oder Fehlern der 
Reagenzien oder Geräten möglich. In der Realität tritt dieser Fall äußerst selten ein. 
Wenn extrem große Mengen humaner DNA vorhanden sind, kann es zu einer kompetitiven 
Hemmung der IPC-PCR kommen. Wenn also sehr hohe Werte bei der Quantifizierung 
festgestellt werden, aber die IPC zu niedrig ist, ist von Hemmung durch zu große DNA 
Mengen auszugehen. 
Wenn aber eine geringe Amplifikation und kein Ergebnis für die IPC erscheinen, geht man 
von einer partiellen Hemmung der Probe aus. 
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Aus dem Ergebnis der IPC kann man nun schließen, welcher Arbeitsschritt erfolgen muss. 
Die Probe kann entweder amplifiziert werden, nochmals auf gleiche Weise gereinigt werden 
oder mit zusätzlichen Reinigungsschritten bearbeitet werden. 
Ist die Standardkurve im Normbereich ausgefallen und zusätzlich kann man mit Hilfe der IPC 
auch eine Hemmung der Probe ausschließen, wird davon ausgegangen, dass die Werte für 
die einzelnen Proben verlässlich bestimmt wurden. Das bedeutet, man kann die Werte 
„freigeben“ und beurteilen. Man erhält beispielsweise folgenden Ausdruck (Tabelle 15). 
 
1 
Well 
2 
Sample Name 
3 
Detector 
4 
Task 
5 
Ct 
6 
StdDev Ct 
7 
Qty 
8 
MeanQty 
9 
StdDev Qty 
 
Tabelle 15: Ausdruck aus dem QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit: In Spalte 1 wird der 
jeweilige Platz auf der 96- Well Platte beschrieben; in der 2. Spalte wird der Fallname mit Probennummer und 
Fallnummer genannt; die 3. Spalte gibt die Untersuchung an, die durchgeführt wurde, in unserem Fall die 
Quantifizierung mittels QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit ; in der 4. Spalte steht die Aufgabe, 
„unknown“, das bedeutet eine normle Quantifizierung hat stattgefunden; in der 5. Spalte steht der CT-Wert; die 
6. Spalte gibt die Standardabweichung des CT-Werts vom Kontrollwert an; in der 7. Spalte wird das Ergebnis 
der Quantifizeirung festgehalten und somit die Aussage, wieviel DNA enthalten ist; in der 8. Spalte wird der 
Mittelwert aus den zwei Messungen einer Probe berechnet; die 9. Spalte gibt wiederum die Standardabweichung 
von Qty an 
 
3.2.4 DNA-Typisierung 
Die DNA-Typisierung kann in zwei Schritten unterteilt werden. Der erste Schritt ist die 
Amplifikation der längenvariablen Bereiche (STR’s) durch die PCR. Der zweite Schritt ist die 
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Fragmentlängenbestimmung durch Gelelektrophorese. Die Proben werden gemäß ihrer 
TaqMan Ergebnisse (wenn möglich) eingestellt, so dass 300-400pg DNA pro PCR-Ansatz 
enthalten sind. Dies dient der  Verbesserung der Amplifikation, da eine gegenseitige 
Inhibition bei zu hoher Konzentration der Template DNA vermieden werden kann. Bei den 
von uns zum Zeitpunkt der Arbeit ausgewählten Reagenzien werden acht spezielle STR und 
das geschlechtsbestimmende Amelogeninsystem amplifiziert. Zuerst erfolgt die PCR 
Amplifikation durch das Mentyp ®NanoplexQS (Biotype). Erhält man hier ein Profil, erfolgt die 
Doppelbestimmung mit Hilfe eines anderen Multiplex PCR Kits, in diesem Fall dem 
AmpF/STR® SEfiler plus (Thermo Fisher). Die Doppelbestimmung ist nötig um eine 
Reproduzierbarkeit des Ergebnisses sicher zu stellen. 
 
3.2.4.1 Amplification 
Bei der Amplifikation werden mit Hilfe der Multiplex PCR neun Regionen auf der DNA 
gleichzeitig vervielfältigt. Beide Kits amplifizieren die gleichen neun STRs, der AmpF/STR® 
SEfiler plus (Thermo Fisher) amplifiziert zusätzlich noch drei weitere STRs, die aber im 
Rahmen dieser Arbeit nicht ausgewertet wurden. Der Unterschied der beiden Kits liegt darin, 
dass sie unterschiedliche Primer verwenden und somit eine unterschiedliche Anordnung der 
STRs, basierend auf einer unterschiedlichen Länge der Amplifikate, erreichen. Primer für die 
einzelnen Loci sind mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert. 
 
3.2.4.1.1 STR Typisierinug mit Mentyp® NanoplexQS 
 
Inhalt Mentype® NanoplexQS PCR Amplification 
 
 
Nukleasefreies Waser 3,0ml 
Reaktionsgemisch A 500µl 
Primergemisch 250µl 
Kontroll DNA XY1 10µl 
DNA Längenstandarf 550 50µl 
Allelleiter 10µl 
Tabelle 16: Inhalt des Mentype® NanoplexQS PCR Amplifikation Kit 
  
45 
 
 
JumpStartTM Taq DNA Polymerase Hot start, 2,3U/µl, 50U 
  Hi-Di
TM Formamide 25ml 
Matrix Standards DS-30 für ABI PRISM® 
   
 
Tabelle 17: zusätzliche Reagenzien 
 
Mit dem Mentyp Nanoplex PCR Amplification Kit werden folgende acht polymorphe STR-Loci 
typisiert: D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, FGA (FIBRA), SE33 (ACTBP2), TH01 
(TC11), vWA und Amelogenin. (siehe Tabelle 18). 
 
Locus GenBank® 
Accession 
Repeatmotiv des 
Referenz Allels 
Referenz 
Allel 
Allel-
Bereich 
Amelogenin 
 
M55418    
Amelogenin 
 
M55419    
D3S1358 11449919 TCTA[TCTG]2[TCTA]15 18 8-26 
D8S1179 G08710 [TCTA]12 12 6-21.2 
D18S51 L18333 [AGAA]13 13 5.3-42 
D21S11 AP000433 [TCTA]4[TCTG]5[TCTA]3
TA[TCTA]3TCA[TCTA]2T
CCATA[TCTA]11 
29 12-46 
FGA/FIBRA M64982 [TTTC]3TTTTTTCT[CTT
T]13CTCC[TTCC]2 
21 12.2-
51.2 
SE33/ACTB
P2 
NG000840 [AAAG]9AA[AAAG]16 25.2 3-50 
TH01/TC11 D00269 [TCAT]9 9 3-14 
vWA M25858 TCTA[TCTG]4[TCTA]13 18 10-26 
Tabelle 18: STR Locus-spezifische Information für Mentype® NanoplexQS 
 
Der Mastermix wird nach Angaben des Herstellers aus 7,1l nukleasefreiem Wasser, 5l 
Reaktionsgemisch A, 2,5l Primergemisch und 0.4 l Taq DNA Polymerase pro Probe 
angefertigt (Tabelle 19). Nun wird 300-400pg zu amplifizierenden DNA zu dem Mastermix 
gegeben und mit Reinstwasser auf ein einheitliches Reaktionsvolumen von 25µl ergänzt. Für 
die Positivkontrolle wird die Kontroll-DNA XY1 verwendet und auf 0,5ng in den 25l 
verdünnt. Als Negativkontrolle wird anstelle der Probe nukleasefreies Wasser verwendet. 
Dieser Arbeitsschritt kann mit Hilfe des Pipettierroboters durchgeführt werden. Zur 
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Aktivierung der Hot-Start-Taq-Polymerase werden zu Beginn alle Proben für 4min auf 94°C 
in dem Thermocycler erhitzt. Hierbei wird das Protein, das die Hot-Start-Taq-Polymerase 
inhibiert, durch Erhitzen denaturiert. Die Proben werden nun für 30s auf 94°C erhitzt, dann 
für 120s auf 60°C abgekühlt und nochmals für 75s auf 72°C erhitzt. Dieser Zyklus wird 30-
mal wiederholt und am Ende wird die Probe für 60min auf 68°C abgekühlt und danach bis 
auf 10°C abgekühlt (Tabelle 20). In Ausnahmefällen, bei sehr wenig DNA Gehalt in einer 
Probe, können auch 34 Zyklen durchgeführt werden. Öfter kann der Zyklus nicht wiederholt 
werden, da es limitierende Faktoren für eine PCR gibt.  Dies erklärt den nicht bis zum Ende 
exponentiellen Verlauf der PCR. Ursachen dafür sind: Primer und dNTPs werden verbraucht, 
die Polymerase wird durch ständiges Erhitzen und Abkühlen geschädigt und es können sich 
die einzelnen Stränge wieder aneinander lagern und so die PCR hemmen. 
 
Komponente Volumen pro Reaktion 
 Nukleases-freies Wasser 14,1 
Reaktionsgemisch A * 5,0 
Primergemisch 2,5 
Taq DNA Polymerase (hot start 2,5 U/µl) 0,4 
Tabelle 19: Mischung des Mastermix: *enthält Mg2+,  dNTP Mix, BSA 
 
Hot Start für 
Aktivierung der 
JumpSTARTTMTaq 
DNA Polymerase 
Zyklen 
(30 Zyklen) 
Bis zum 
Ende 
Denature Anneal Extend 
94°C 
 
94°C 
 
60°C 
 
72°C 
 
68°C 
 
10°C 
 Tabelle 20: Thermocyclerschritte 
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3.2.4.1.2 STR Typisierung mit AmpF/STR® SEfiler plus  
 
AmpF/STR® SEfiler plus  
AmpF/STR ® SEfiler PlusTM 
Primer Set 
Forward und Revers primer 
AmpF/STR ® SEfiler PlusTM 
Master Mix 
Enzyme, Salze, dNTPs, 
Carrier Proteine, 0,05% ige 
Salzsäure 
AmpF/STR ® SEfiler PlusTM Allelic 
Ladder 
 
AmpF/STR ® Control DNA 007 0,1 ng/µl humane männliche 
DNA in 0,2% Salzsäure und 
puffer 
Tabelle 21: Inhalt des AmpF/STR®SEfiler plus Amplifikation Kit 
 
Unter Verwendung der AmpF/STR SEfiler PlusTM werden folgende 11 polymorphe STR-Loci 
typisiert: D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, FGA (FIBRA), SE33 (ACTBP2), TH01 
(TC11), vWA, D2S1338, D16S539, D19S433 und das geschlechtsspezifische Amelogenin. 
Nachdem die Proben eingestellt und gegebenenfalls verdünnt wurden, wird ein Mastermix 
nach Herstellerangaben hergestellt (Tabelle 22). In 15l des Mastermixes wird die zu 
amplifizierende DNA gegeben, so dass 25l Gesamtvolumen vorhanden sind, falls nötig mit 
Reinstwasser auf 25 µl aufgefüllt. Als Positivkontrolle läuft die Kontroll-DNA „007“ mit, als 
Negativkontrolle wird Reinstwasser verwendet. Auch diese Arbeitsschritte können von dem 
Biorobot 8000 übernommen werden. Der darauffolgende PCR-Zyklus beginnt mit einer 
Erhitzung auf 95°C für 11min. 30 Zyklen lang wird die DNA bei 94°C für 20s denaturiert, für 
2min auf 59°C abgekühlt und zur Anheftung wieder für 1min auf 72°C erwärmt. Am Ende 
wird alles für 60min auf 60°C gehalten, um es dann auf 4°C abzukühlen (Tabelle 23). 
 
Komponente Volume pro Reaktion (µl) 
AmpFlSTR® SEfiler PlusTM 
Master Mix 
10.0 
AmpFlSTR® SEfiler PlusTM 
Primer Set 
5.0 
Tabelle 22: Mastermix 
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Anfangs 
Aktivierung 
Zyklen 
(30 Zyklen) 
Finale 
Extension 
Finales 
Ende 
Denature Anneal Extend 
HOLD CYCLE HOLD HOLD 
95°C 
 
94°C 
 
59°C 
 
72°C 
 
60°C 
 
4°C 
 Tabelle 23: Thermocyclerschritte 
 
3.2.4.2 Elektrophorese 
Nach der Amplifizierung der STRs folgt die Fragmentlängenbestimmung mit Hilfe der 
Elektrophorese. Das Prinzip der Elektrophorese ist, mittels Spannung die DNA Fragmente 
der Größe nach aufzutrennen. Hierfür benötigt man ein gelartiges Leitmedium. An dieses 
gelartige Medium legt man zwei Elektroden an, so dass ein Spannungsfeld entsteht. Die 
DNA Moleküle besitzen eine eigene Ladung, sie sind negativ geladen, dass bedeutet, sie 
wandern auf die Anode zu. Hierbei wandern die kleinen Moleküle schneller, da sie sich 
schneller durch die Gelmaschen bewegen können und es kommt zu einer Auftrennung der 
DNA-Fragmente der Größe nach. Der ABI Prism 3130X ist ein Kapillargelelektrophorese-
gerät. Im Unterscheid zu den früher verwendeten Gelplatten läuft hier jede Probe einzeln 
durch eine Kapillare, die mit gelartiger Substanz gefüllt ist und dann unter Spannung steht. 
Hierbei wird jede Probe einzeln in ihrer Kapillare gemessen. Vorteile zu einer Gelplatte sind, 
dass diese nicht erst gegossen werden muss und die Proben nicht einzeln in die 
Gelblocktaschen pipettiert werden müssen. Das Beladen der Kapillare und somit das 
Abarbeiten der Proben kann automatisiert werden. 
Um die genaue Länge der einzelnen Amplifikate zu bestimmen, benötigt man noch einen 
Längenstandard, der alle Peaks zwischen 60 und 500 bp darstellt und so eine Zuordnung 
von Peak zu einer bestimmten Basenpaarlänge möglich macht. 
Bevor man die Proben in den ABI Prism 3130X geben kann, müssen sie bei 95°C für 2min 
und 30s denaturiert werden. Bei der Kapillarelektrophorese gibt man 2l des Amplifikats zu 
20l Gemisch, bestehend aus Hi-Di-Formamide und DNA-Längenstandard 
(Matrixvorbereitung in Tabelle 24 und Tabelle 25).  
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Komponente Volumen pro Reaktion (µl) 
Hi-DiTM Formamide 12,0 
DNA Längenstandard 550 (ROX) 0,5 
Tabelle 24: Gemischvorbereitung Mentyp® NanoplexQS 
 
Komponente Volumen pro Reaktion (µl) 
GeneScanTM 600 LIZ® Size 
 
0,6 
Hi-DI TM Formamide 8,4 
Tabelle 25: Gemischvorbereitung AmpF/STR® SEfiler plus 
 
Maximal 96 Proben können auf einer Well-Platte in den ABI PRISM 3130X Genetic Analyzer 
eingesetzt werden. Es erfolgt eine automatisierte Beladung der Kapillaren aus der Well-
Platte. Pro Lauf werden zusätzlich jeweils zwei allelische Leitern dazu gegeben. Allelische 
Leitern sind ein Mix aus allen Allelen eines STR  Systems, die in einer Population 
üblicherweise vorkommen (Abbildung 14). Hiermit wird die Zuordnung von einem Peak zu 
einem STR System und somit die genaue Bestimmung der einzelnen Merkmale möglich. Auf 
diese Weise kann man die exakte Länge der Amplifikate bestimmen. 
 
 
Abbildung 14: vollständige Fragmentübersicht der allelischen Leiter des Mentype® Nanoplex Kits 
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Die Amplifikate werden mittels einer Fluoreszenzmarkierung, die sich auf dem Primer 
befindet, sichtbar gemacht. Dafür benötigt man ein Laser-Detektor-System. Der Laser 
bestrahlt die Kapillare. Bewegt sich nun ein fluoreszenzmarkiertes Molekül vor diesen Laser, 
wird das Molekül angeregt, emittiert eine Fluoreszenz und diese wird vom Detektor erfasst. 
In den hier verwendetet Kits werden die vier Fluoreszenzstoffe, 6 FAM, HEX, NED und ROX 
verwendet. Durch die unterschiedlich markierten Amplifikate kann eine gleichzeitige 
Amplifikation von verschiedenen STR-Regionen bewerkstelligt werden. STR Regionen, die 
eine ähnliche Länge der Amplfikate umfassen, können nicht mit dem gleichem Farbstoff 
markiert werden, da man sie sonst nicht unterscheiden kann. Es können nur STR Regionen, 
deren Amplifikate eine unterschiedliche Länge aufweisen, mit dem gleichen Farbstoff 
markiert werde. So ist es möglich, alle Amplifikate einer Multiplex in einem Lauf gleichzeitig 
zu erfassen.  
 
3.2.5 Qualitätssicherung, Auswertung und biostatistische Beurteilung 
Auch bei der DNA-Typisierung muss eine Qualitätssicherung erfolgen. Jeder Peak muss 
eindeutig einem Merkmal eines STR-Systems zugeordnet werden können. Peaks über 50 
Relative-Fluoreszenz-Unit (RFU) werden als echt gewertet. Hierfür wird zuerst der 
Längenstandard (Size Standard) geprüft. Alle Fragmente zwischen 75bp und 400bp sollten 
bei den Ergebnissen sichtbar sein und die Peaks müssen korrekt zugeordnet sein. Als 
nächster Schritt wird die Allelische Leiter (Allelic Ladder) überprüft und hierzu wird die 
gemessene Allelische Leiter mit den von der Firma erstellten Vorgaben verglichen. Hierdurch 
wird die korrekte Benennung der Leiterallele überprüft, sowie die entsprechende 1bp-
Auftrennung. Zusätzlich führt man bei jeder Messung eine Positivkontrolle und eine 
Negativkontrolle mit. Bei der Negativkontrolle, in dieser Arbeit nukleasefreiem Reinstwasser, 
darf es zu keinem Ergebnis kommen, da sonst eine Kontamination der Reagenzien vorliegt. 
Als Positivkontrolle wird Kontroll-DNA verwendet, die auf jeden Fall amplifiziert werden 
muss, da sonst ein Fehler im Reaktionsablauf vorliegen kann.  
Erst nach der Überprüfung des Laufs und korrekter Benennung kann eine Auswertung der 
Proben durch einen Sachverständigen erfolgen. Dieser entscheidet, ob die Ergebnisse eines 
Laufs freigegeben werden. In dieser Arbeit werden die Proben doppelbestimmt, indem man 
zwei unterschiedliche Amplifizierungs-Kits verwendet, um eine Reproduzierbarkeit des 
Ergebnisses zu überprüfen. Diese Doppelbestimmung erfolgt nur, wenn im ersten Lauf Allele 
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detektiert worden sind. Erhält man hier kein Ergebnis, wird auf die Doppelbestimmung 
verzichtet. 
Im Idealfall erhält man ein eindeutiges Profil, bei dem jedes der neun Systeme maximal zwei 
Allele zeigt. Hier spricht man von einem Vollprofil einer Person, siehe Beispielprofil ( 
Abbildung 15): 
 
 
Abbildung 15: DNA Profil 
 
Ein Teilprofil liegt vor, wenn nicht in allen 9 Systemen jeweils zwei Merkmale darstellbar sind. 
Hier werden die Merkmale, die vollständig erkannt werden, benannt, zum Beispiel 8 
Merkmale von 9 Systemen. Ein Sonderfall liegt vor, wenn der Spurverursacher homozygot 
ist, hierbei kann nur 1 Merkmal anstatt der sonst zwei dargestellt werden. 
Neben dem Einzelmuster kann auch eine Mischung von mehreren Personen vorliegen. Von 
einer Mischspur spricht man, wenn man bei mindestens zwei Systemen mehr als zwei Allele 
findet. Von der Anzahl der Allele in einem System kann man auf die Anzahl der 
Spurenverursacher rückschließen. Liegen vier Allele in einem System vor, geht man von 
mindestens zwei Spurenverursachern aus. Liegen sechs Allele vor geht man von mindestens 
drei Spurenverursachern aus. Liegen mehr als sechs Allele vor, ist die Einschränkung auf 
eine bestimmte Personenanzahl fast nicht mehr möglich beziehungsweise sinnvoll. Eine 
Besonderheit ist das Vorliegen von drei Allelen in nur einem System, hier muss es sich nicht 
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unbedingt um eine Mischung von Personen handeln, sondern es kann die genetische 
Besonderheit einer Trisomie vorliegen. 
Hat man die Mindestanzahl der Spurverursacher festgestellt, kann man gegebenenfalls noch 
zwischen Hauptverursachern und Nebenspur unterscheiden. Hierbei werden die Peakhöhe 
und das Verhältnis der Peaks zueinander zur Hilfe gezogen. 
Besonderheiten bei der Auswertung sind „allelic drop out“, „allelic drop in“, „Zusatzbanden“ 
„Stutter“ und „multiple Bandenmuster“. 
„Allelic drop out“ oder „Allelic drop in“ können bei einer Einzelmessung festgestellt werden. 
Bei „allelic drop out“ werden auf Grund der geringen Mengen an DNA oder der schlechten 
Qualität der DNA bestimmte Allele von der PCR nicht erfasst und können so nicht amplifiziert 
werden (Beispiel in Abbildung 16). Als „Allelic drop in“ wird es bezeichnet, wenn ein 
zusätzliches Merkmal, welches nicht zum eigentlichen Genotyp des Spurenverursachers 
gehört, in der Amplifizierung sichtbar ist. Dies kann durch Artefactbanden passieren, oder, 
wie in den meisten Fällen, durch Kontamination. Die Probe wurde dann nicht mit einem 
kompletten Profil verunreinigt, sondern nur mit kleinen Bruchstücken. 
 
 
Abbildung 16: Beispiel für „Allelic drop out“: im ersten Lauf in zwei STR Systemen wurden die Banden 8, 9, 
12, 21, 22, und 29 dargestellt. Im zweiten Lauf konnten nur die Banden 8, 12, 22 und 29 dargestellt werden. Es 
kam zum Drop out für Bande 9 und 21 
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„Zusatzbanden“ kann man nur bei der Doppelbestimmung feststellen, wenn ein Vergleich 
zweier Läufe möglich ist. Hierbei handelt es sich um eine Bande, die in einem Lauf sichtbar 
ist und in einem anderen Lauf nicht sichtbar ist, zum Beispiel ein drop out im 1. Lauf.  
Ein „Stutter“ ist ein um einen Repeat verschobener Peak, dieser kann ein verlängertes oder 
verkürztes Amplicon sein. Es handelt sich um einen Artefakt bei der PCR, der fast immer vor 
einem Hauptpeak sichtbar ist und dessen Höhe bis zu 15% des Hauptpeaks ausmachen 
kann.  
Bei sehr degradierter DNA erhält man zwar ein Signal, es stellt sich aber bei der weiteren 
Untersuchung heraus, dass es sich um ein multiples Bandenmuster von degradierter DNA 
handelt. Bei beiden Läufen entsteht ein völlig unterschiedliches Muster. Hierbei handelt es 
sich um nicht reproduzierbare Bandenmuster, die nicht realistisch sind und somit nicht 
aussagekräftig. 
 
3.3 Statistische Aufarbeitung 
 
3.3.1 Statistische Datensammlung 
Die hierfür verwendeten Daten stammen aus Routinefällen (Spuren aus dem 
minderschweren Deliktsbereich wie beispielsweise Eigentumsdelikte) aus den Jahren 2007 
bis 2009. Hierbei werden insgesamt 3100 Proben aus 734 Fällen begutachtet. 32 Proben 
wurden nicht in die weitere Auswertung einbezogen, da es sich hier um Vergleichsproben 
handelte. Für die restlichen 3068 Proben werden zur Auswertung in einer Tabelle neben 
Fallnummer, Probennummer und Probenart, die Güte des erhaltenen Profils sowie die 
beiden Ergebnisse der Quantifizierung ( im Folgendem als TaqMan bezeichnet) und der sich 
daraus errechnete Mittelwert erfasst (Tabelle 26). Hinzu kommen 97 Proben in der 
Nachuntersuchung. 
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Tabelle 26: Auszug aus der RohdatenTabelle 
 
3.3.2 Detaillierte Auswertung nach TaqMan 
In dieser Arbeit geht es darum, ob es möglich ist, einen Grenzwert zu finden, der eine 
verlässliche Aussage darüber zulässt, ab welchem TaqMan-Wert eine Probe 
weiterverarbeitet werden sollte oder verworfen werden kann. Hierbei sollen einerseits 
möglichst wenige Ergebnisse falsch negativ aussortiert werden und andererseits Proben 
nicht unnötig der Genotypisierung zugeführt werden. Für diese Grenze wählen wir den Wert 
2%. Das bedeutet, wenn die Wahrscheinlichkeit für ein verwertbares Ergebnis über 2% liegt, 
sollte die Probe auf alle Fälle weiteruntersucht werden. Die 2%-Hürde wurde in Absprache 
mit den auftraggebenden Polizeidienststellen des Instituts für Rechtsmedizin festgelegt. 
In der Auswertung wird zuerst festgelegt, welche Ergebnisse verwertbar sind und welche 
nicht. Im nächsten Schritt werden die Daten deskriptiv betrachtet und dann mit Hilfe des 
Programms SAS ausgewertet. 
 
3.3.3 Allgemeine Gültigkeit der Aussagen - Signifikanz 
Nachdem die Ergebnisse deskriptiv betrachtet worden sind, folgt die Überprüfung der 
TaqMan-Ergebnisse auf ihre allgemeine Gültigkeit und somit, ob sie auf zukünftige Analysen 
übertragbar sind. Die Ergebnisse werden als signifikant bezeichnet, wenn die der Hypothese 
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wiedersprechenden Ergebnisse nicht durch Zufall erklärt werden können. Es liegt somit ein 
überzufälliger Zusammenhang vor. 
Hierfür wird mit einem Signifikanztest gezeigt, ob die Wahrscheinlichkeit für ein verwertbares 
Ergebnis signifikant kleiner der von uns gesetzten Grenze, nämlich den 2%, ist. 
Für jeden statistischen Test wird die zu „beweisende Aussage“ als Gegenhypothese H1 
formuliert. In dieser Arbeit lautet sie: die Wahrscheinlichkeit, dass ein verwertbares Ergebnis 
eintritt, die Verwertbarquote, ist kleiner als 0,02. Die Nullhypothese H0 ist das Gegenteil 
davon und lautet: Die Wahrscheinlichkeit, dass ein verwertbares Ergebnis eintritt ist größer 
oder gleich 0,02. 
Ziel des Tests ist es, die Nullhypothese signifikant zu einem festgelegten Signifikanzniveau 
  zu verwerfen. Bei den Werten handelt es sich um Zufallsbetrachtungen. Man kann eine 
falsche Entscheidung nicht sicher ausschließen, deswegen will man die 
Wahrscheinlichkeiten für falsche Entscheidungen sehr gering halten. Das Signifikanzniveau 
bestimmt eine Grenze für die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster Art bei statistischen 
Tests. Ein Fehler erster Art besagt, die Nullhypothese H0 wird abgelehnt, obwohl sie zutrifft. 
Hier bedeutet das, die Wahrscheinlichkeit dass der Test sich für eine Verwertbarquote < 0,02 
entscheidet, obwohl in Wirklichkeit die Verwertbarquote mindesten 0,02 beträgt, ist 
höchstens das vorgegebene Signifikanzniveau . Übliche Werte für  sind 0,05, 0,01 oder 
0,005 – je kleiner der gewählte Wert ist, desto geringer muss die Fehlerwahrscheinlichkeit 
und desto sicherer soll die Aussage sein. Wir wählen  ist 0,01. 
Eine Signifikanz kann nur erreicht werden, wenn das beobachtete Ergebnis erheblich unter 
dem vorgelegten Wert ist, das ist eine Art Sicherheitsabstand. 
Als statistischer Test wird der Binomialtest verwendet. Hier ist die Testgröße binomial 
verteilt: das bedeutet, man zählt bei n-facher, unabhängiger Durchführung eines 
Experimentes mit Ausgängen „verwertbar“ und „nicht verwertbar“ die Anzahl verwertbarer 
Versuchsausgänge. Der Ausgang „verwertbar“ tritt mit der unbekannten Wahrscheinlichkeit 
P auf. Die Wahrscheinlichkeit P soll in diesem Fall mit P gleich 0,02 laut Nullhypothese 
berechnet werden.  
Zu Zeiten leistungsschwacher Rechner und bei großen n-Werten war die exakte Verteilung 
schwer zu berechnen und man wählte daher oft eine Annäherung an die Normalverteilung. 
Diese Annäherung ist hier nicht gut durchzuführen, weil die Anzahl der Fälle und auch der 
Anteil klein sind. Heutzutage ist es relativ einfach möglich, an Stelle der schlechten 
Annäherung die exakte Verteilung zu berechnen. Die Formel lautet: 
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P ist die Wahrscheinlichkeit, i ist die Anzahl der verwertbaren Ergebnisse,    ist die 
Wahrscheinlichkeit von 0,02 und n ist die Anzahl der wiederholten Versuche. In Excel wird 
dies mit der rekursiven Formel berechnet, dass bedeutet es wird immer das Ergebnis des 
vorherigen Schrittes verwendet um das neue Ergebnis zu berechnen. Die Formel lautet: 
                                     
  
       
 
Das Ergebnis des Signifikanztestes für die vorliegenden Daten wird in Kapitel 4.3 dargestellt. 
Im Anhang ist die Berechnung ausgeführt. 
Aus diesen Wahrscheinlichkeiten wird durch Summation der Wahrscheinlichkeit berechnet, 
dass höchstens k positive Ergebnisse auftreten 
              
 
   
           
 
   
 
Beim Signifikanztest entscheidet man sich gegen H0 und für die Signifikanz von H1, wenn die 
beobachteten Werte kleiner gleich einem theoretischen Wert k sind, der von α, n und p0 
abhängt. Dieser Wert k heißt kritischer Wert. Für ihn muss         sein, weil damit die 
Wahrscheinlichkeit für einen Fehler 1. Art (Entscheidung für H1 obwohl H0 gilt) kleiner gleich 
α bleibt. Man braucht dann nur zu schauen, ob der beobachtete Wert kleiner gleich diesem 
theoretischen „kritischen“ Wert ist. In der Tabelle 31 sind die Wahrscheinlichkeiten       , 
      für α=0,01 und   =0,02 und n=1071(diese Anzahl ist im Verlauf die Entscheidende) 
dargestellt und der kritische Wert markiert. 
 
3.3.4 Technisches zur Bearbeitung: 
Programm zur Übernahme und Aufarbeitung der Daten, sowie zur Erstellung von Grafiken 
zur Veranschaulichung und Berechnung der Binomialverteilung ist Microsoft Office Excel 
2007.  
Das Programm zur Bearbeitung und Auswertung der Daten ist SAS. Das Programm ist im 
Anhang abgebildet. 
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3.3.5 Nachuntersuchung einiger Werte 
Nachdem wir anhand unserer Daten eine signifikante Grenze festgelegt haben, wird diese 
Aussage nochmals an einer getrennten Stichprobe überprüft. Hierfür werden 97 Proben 
durch Zufall ausgewählt, deren Mittelwert zwischen 0-5pg/µl DNA liegt. Unter denselben 
Messbedingungen werden auch an diesen Proben sämtliche Tests durchgeführt.  
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Betrachtung der Ergebnisse 
 
4.1.1 Einteilung in „verwertbar“ oder „nicht verwertbar“ 
In den Rohdaten (Tabelle 26) wird im ersten Schritt in der Spalte „ Ergebnisse“ erfasst, ob 
grundsätzlich Allele detektiert worden sind oder nicht. Dies wird als positiv oder negativ 
festgehalten und wird nur für eine laborinterne Entscheidung verwendet. Wenn keine Allele 
auftreten, also hier negativ steht, wird auf die zweite Amplifizierung verzichtet. Erst durch die 
Ergebnisse aus beiden Amplifizierungen kann eine Aussage zu einem Identifikationsprofil 
getroffen werden. In den nächsten Spalten wird nun erfasst, in wie vielen Systemen 
Merkmale nachgewiesen werden konnten. Folgende Spannbreite der Ergebnisse wird 
diskutiert: Merkmale in 9 von 9 Systemen, Merkmale in 8 von 9 Systemen, Merkmale in 7 
von 9 Systemen, Merkmale in 6 von 9 Systemen, Merkmale  in 0 oder 1von 9 Systemen, 
multiple Bandenmuster und kein Ergebnis. Merkmale in 5, 4, 3 und 2 von 9 Systemen treten 
als Ergebnis bei unseren Proben nicht auf. Darauf folgt die Einteilung, ob das Profil 
aussagekräftig ist oder nicht. Das Profil ist aussagekräftig wenn in mehr als 6 Systemen 
Merkmale erkannt werden. Anhand der Merkmale in den Systemen erfolgt die Einteilung in 
Vollprofil und Teilprofil. Wenn alle Merkmale des Systems vollständig darstellbar sind, also in 
9 Systemen alle Merkmale (einmal oder zweimal entspricht entweder homozygoter oder 
heterozygoter Konstellation) auftreten, spricht man von Vollprofil. Sind nur in 8, 7 oder 6 
Systemen die Merkmale vollständig, spricht man von Teilprofil. Merkmale in nur einem 
System oder überhaupt keine Merkmale, sowie multiple Bandenmuster werden als nicht 
verwertbare Ergebnisse zusammengefasst. 
Hieraus folgt die Einteilung in verwertbare und nicht verwertbare Ergebnisse, die in Tabelle 27 
dargestellt ist. 
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 Anzahl gesamt 3068 
Nicht verwertbar 1800 
verwertbar 1268 
verwertbar Vollprofil gesamt 1183 
1 Person 792 
Mischung mit Hauptkomponente 191 
Mischung 200 
Teilprofil gesamt 85 
1 Person 24 
Mischung mit Hauptkomponente 9 
Mischung 52 
nicht 
verwertbar 
nicht verwertbar gesamt 211 
multiple Bandenmuster 160 
1-0 Systeme 51 
kein Profil gesamt 1589 
Tabelle 27: Aufteilung der Rohdaten in verwertbare und nicht verwertbare Ergebnisse: Die Anzahl der 
verwertbaren Ergebnisse setzt sich aus Vollprofil und Teilprofil zusammen, diese werden noch mal unterteilt in 
1 Person und Mischung mit oder ohne Hauptkomponenten. Die nicht verwertbaren Ergebnisse teilen sich auf in 
nicht verwendbare Ergebnisse, bestehend aus 1und 0 Systeme, multiple Bandenmuster und kein Profil. 
 
Verwertbar sind alle Ergebnisse, die ein aussagekräftiges Profil erhalten. Diese Gruppe 
besteht aus Vollprofilen und Teilprofilen und beinhaltet 1.268 Proben. Nicht verwertbar 
bleiben alle Ergebnisse, die von Anfang an kein Signal ergaben, also negativ waren. 
Zusätzlich kommen alle Proben hinzu, deren Ergebnis nicht verwertbar ist (mbm). Insgesamt 
beinhaltet diese Gruppe 1.800 Proben. 
In Tabelle 27 ist bei Voll- und Teilprofilen darüber hinaus festgehalten worden, ob es sich um 
eine Einzelspur, also DNA von einer Person handelt, oder Mischspuren. Bei Mischspuren 
wurde auch die Mindestanzahl der Personen, die zur Mischung beigetragen haben, 
festgehalten und ob gegebenenfalls eine Hauptkomponente abzuleiten war. Diese 
Information muss hier nicht weiter betrachtet werden, da es sich hier um eine inhaltliche 
Information handelt, die unabhängig von der technischen Bearbeitung ist.  
 
60 
 
4.1.2 Deskriptive Auswertung nach TaqMan 
Um einen Überblick über die Daten zu gewinnen werden die Proben in Gruppen mit Hilfe des 
TaqMan-Mittelwerts eingeteilt. Es werden folgende vier Gruppen erstellt: Mittelwert von 0-
5pg/µl, >5-10pg/µl, >10-30pg/µl und >30pg/µl. In jeder Gruppe werden die verwertbare oder 
nicht verwertbares Ergebnisse aufgezählt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 graphisch 
dargestellt  
 
 
Abbildung 17: Aufteilung in den einzelnen TaqMan Gruppen: auf der X-Achse werden die vier Gruppen 
dargestellt, auf der Y-Achse werden die Anzahl der Proben dargestellt. Jede der vier Gruppen besteht aus vier 
Blöcken. Jeder Block gibt die Anzahl der Proben mit Vollprofil, Teilprofil, keinem Profil oder nicht 
verwertbarem Profil wieder. 
 
In Abbildung 17 ist das Vorkommen von verwertbaren Ergebnissen (Vollpofil, Teilprofil) und 
nicht verwertbaren Ergebnissen (mbm, kein Profil) für vier Kategorien dargestellt, die sich 
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der Kostenauffand zu hoch ist und der Verlust von diesen Ergebnissen auch beim 
Auftraggeber bei diesen Delikten als tragbar angesehen wird. 
Betrachtet man nun diese Tendenzen, zeigt sich, dass alle Ergebnisse über TaqMan max. 
10 nicht weiter betrachten müssen, da sie mit viel zu hoher Wahrscheinlichkeit ein 
verwertbares Ergebnis liefern werden und deswegen nicht von Bedeutung für die 
Grenzwertfindung sind. Hier gibt es noch zwei Ausnahmen. Die erste Ausnahme ist bei den 
Werten 11-30pg/µl und 0pg/µl mit einer Wahrscheinlichkeit für ein verwertbares Ergebnis von 
16,67%. Die zweite Ausnahme ist bei 11-30pg/µl und 4pg/µl mit einer Wahrscheinlichkeit von 
18,75% für ein verwertbares Ergebnis. Auch diese Wahrscheinlichkeit ist hoch genug um 
diese Proben sicher weiterbearbeiten zu müssen. Zusätzliche Ausnahmen treten bei 
folgenden Werten auf: TaqMan max. 31-100 und TaqMan min. 0, TaqMan max. 101-1000 
und TaqMan min. 0, TaqMan max. 1001 -10000 und TaqMan min. 0 sowie TaqMan max. 
10001- 15000 und TaqMan min. 0 auf. Dies sind spezielle Fälle, auf die noch einmal in 
Kapitell.4.4. eingegangen wird.  
Grundsätzlich kann man die Ergebnisse in zwei Gruppen einteilen. Die Grenze liegt dann bei 
den Werten TaqMan max. 10 und TaqMan min. 4. In der Gruppe 1 sind alle Werte enthalten, 
bei denen der höhere der beiden Taqman-Werte kleiner 10 ist und der niedrigere der beiden 
TaqMan-Werte kleiner 4 ist. Diese Werte werden einzeln betrachtet. Sie sind für das Finden 
eines Grenzwerts sehr interessant. In der Gruppe 2 werden alle anderen Ergebnisse erfasst, 
hier kommt es von wenigen Ausnahmen abgesehen immer mit mehr als 20% zu einem 
verwertbaren Ergebnis. Wenn die Ergebnisse immer über 20% liegen, sind die Proben für 
uns eindeutig weiter zu untersuchen und somit für das finden einer Grenze uninteressant. 
Diese Gruppe wird im unteren Teil von Tabelle 29 zusammengefasst. Man erhält folgende 
zwei Gruppen: 
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Insgesamt werden hier 1.452 Proben betrachtet, von denen 1.413 nicht verwertbar und 39 
verwertbar sind. Wenn beide TaqMan Werte 0 sind, kommt es in nur 0,267% der Fälle zu 
einem verwertbaren Ergebnis. Bei den folgenden Werten ist die Wahrscheinlichkeit für ein 
verwertbares Ergebnis tendenziell immer ansteigend. Bei TaqMan 2 und 0 kommt es bei 139 
Fällen schon mit Wahrscheinlichkeit von 2,88% zu einem verwertbaren Ergebnis. Der 
Ausschlag bei TaqMan 2,5 und 2 kann nicht verwertet werden, da hier nur zwei Fälle 
vorliegen, wovon einer verwertbar und der andere nicht verwertbar ist. Die 50% geben kein 
reelles Bild wieder auf Grund der zu kleinen Stichprobemenge. Trotzdem sieht man hier die 
Tendenz, je höher die Werte werden, desto wahrscheinlicher tritt ein verwertbares Ergebnis 
auf. 
Zur Grenzwertfindung werden, basierend auf den Daten, verschiedene Alternativen in Tabelle 
30 berechnet. Es werden alle Werte bis zu den verschiedenen TaqMan max. zu einer Gruppe 
zusammengefasst, dies soll unseren möglichen Grenzwert darstellen. Die Idee dabei ist, 
dass man immer unter der inhaltlichen gewählten Erfolgsgrenze von 2% bleibt. Man wählt 
aus Tabelle 28 die Werte aus und fasst sie zu einer Gruppe zusammen, somit addiert man alle 
einzelnen Werte bis dahin. Hierbei sieht man, dass bei TaqMan min größer 1 die 
Wahrscheinlichkeit schon über 2% steigt, so dass man für TaqMan min Obergrenze bei 1 
setzen muss. 
 
 Anzahl 
Proben 
Ergebnis Anteil 
Positiv negativ positiv 
Alle 3068 1591 1477 41,33% 
TaqMan max. TaqMan min.     
0 0 750 748 2 0.27% 
bis 1,5 bis 1 881 877 4 0,45% 
bis 2,5 bis 1 1071 1060 11 1,03% 
bis 4 bis 1 1291 1273 18 1,39% 
bis 4,5 bis 1 1348 1318 30 2,23% 
bis 5 bis 1 1376 1345 31 2,25% 
Tabelle 30: Ermitteln eines Grenzwerts 
 
Im Einzelnen sieht das so aus: In der ersten Reihe  werden alle Werte zusammengefasst, 
die TaqMan max. und min. gleich 0pg/µl sind. In der zweiten Reihe werden zu diesen Werten 
noch die Werte bis TaqMan max. 1,5pg/µl und TaqMan min. 1pg/µl dazu addiert. Dadurch 
erhält man für die Wahrscheinlichkeit eines verwertbaren Ergebnisses den Wert 0,45%. So 
fährt man fort, in der nächsten Reihe werden dann alle Werte bis TaqMan max. 2,5pg/µl und 
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TaqMan min. 1pg/µl addiert. Es zeigt sich, dass man bis zu TaqMan max. 4,5pg/µl und 
TaqMan min. 1pg/µl, mit der Wahrscheinlichkeit für ein verwertbares Ergebnis unter der 
Grenze von 2% liegt. Im Kapitel 4.3 wird gezeigt ob diese Grenzen signifikant sind oder 
nicht. 
 
4.3 Signifikanz 
Der Signifikanztest soll beweisen, dass eine Aussage nicht nur für die beobachteten Werte 
gilt, sondern auch auf alle gleichartigen Fälle verallgemeinert werden kann. Die 
beobachteten Werte werden als Zufallsstichproben aus allen möglichen gleichartigen 
Meßreihen aufgefasst. Hier wird zum Beispiel untersucht, bis zu welcher TaqMan max. 
TaqMan min. Kombination man zum Niveau α gleich 0,01 signifikant weniger als 2% positive 
Ergebnisse erhält. Zur Berechnung der Signifikanz bzw. der kritischen Werte wird die in 
Kapitel 3.3.3 beschriebene Formel und Tabelle der Binomialverteilung verwendet. Wenn der 
beobachtete Wert kleiner oder gleich als der kritische Wert ist, ist die Wahrscheinlichkeit für 
positive Ergebnisse zum Niveau α von 0,01 signifikant kleiner als 2%. Daraus ergibt sich 
folgende Tabelle 31: 
 
 Alle Ergebnis Anteil 
Pos. 
K-
Wert 
Signifi
kanz Neg. Pos. 
 N N N N N Ja/Nein 
Alle 3068 1591 1477 41,33%   
TaqMan 
max. 
TaqMan 
min. 
      
0 0 750 748 2 0.27% 6 Ja 
bis 1,5 bis 1 881 877 4 0,45% 8 Ja 
bis 2,5 bis 1 1071 1060 11 1,03% 11 Ja 
bis 4 bis 1 1291 1273 18 1,39% 14 Nein 
bis 4,5 bis 1 1348 1318 30 2,23% 15 Nein 
bis 5 bis 1 1376 1345 31 2,25% 15 Nein 
Tabelle 31: Überprüfen der Signifikanz 
 
Anhand dieser Tabelle sieht man, dass unser Ergebnis nur Signifikant bis zu TaqMan max. 
2,5pg/µl und TaqMan min. 1pg/µl ist. Das bedeutet, hier können wir unsere Grenze legen. 
Wenn unser TaqMan Ergebnis unter diesen Werten ist, muss die Probe nicht weiter 
untersucht werden, dass es signifikant unter 2% zu einem positiven Ergebnis kommt. Der 
kritische Wert liegt bei 11, das bedeutet, es dürften bei einer Stichprobenzahl von 1.071 
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Fällen zu 11 positiven Ergebnissen kommen, bei uns liegen genau 11 vor. Dies zeigt, dass 
unser Ergebnis signifikant ist. 
 
4.4 Zusatzbetrachtung bei TaqMan min. gleich Null 
Durch das Betrachten der Tabelle 28 fällt eine Unregelmäßigkeit schnell ins Auge. Wenn der 
TaqMan min. gleich 0 ist, hat man oft viele nicht verwertbare Ergebnisse. Diese 
Besonderheit wäre nicht entdeckt worden, wenn man nur die Mittelwerte betrachtet hätte. 
Durch das Betrachten von TaqMan max. und TaqMan min. getrennt erhält man wesentlich 
mehr Informationen. Deswegen wird nochmal im Speziellen betrachtet, was es mit den 
TaqMan min. gleich 0 Werten auf sich hat. Hierfür werden nun vier Gruppen gebildet 0, 1-10, 
11-100 und 101- 15000 (Tabelle 32). Jede Gruppe wird aufgeteilt in TaqMan min. gleich 0 oder 
TaqMan min. nicht gleich 0. 
 
 
 
Anzahl 
Proben 
Ergebnis Anteil 
Positiv Negativ Positiv 
Alle TaqMan min. =0 1243 1221 22 1,77% 
Alle TaqMan min ≠0 1825 579 1246 68,27% 
TaqMan max. TaqMan min.     
0 0 750 748 2 0,27% 
1-10 0 478 463 15 3,14% 
nicht 0 523 411 112 21,41% 
11-100 0 9 6 3 33,33% 
nicht 0 676 160 516 76,33% 
101-15000 0 6 4 2 33,33% 
nicht 0 626 8 618 98,72% 
Tabelle 32: Ergebnisse sortiert nach Min. gleich Null 
 
Wenn der TaqMan min. 0 ist, unabhängig von TaqMan max. Wert, ist die Wahrscheinlichkeit 
eines verwertbaren Ergebnisses bei 1,77%. Bei TaqMan min. nicht gleich 0 liegt die 
Wahrscheinlichkeit für ein verwertbares Ergebnis bei 68,27%. Das bedeutet, wenn TaqMan 
min. 0 ist, kommt es relativ häufiger zu einem nicht verwertbaren Ergebnis als wenn TaqMan 
min. nicht 0 ist. Hierfür werden nun die Ergebnisse in jeder Gruppe verglichen und die 
Wahrscheinlichkeit eines verwertbaren Ergebnisses bei TaqMan min. gleich 0 oder TaqMan 
min. nicht gleich 0 ermittelt. Es ist immer wahrscheinlicher ein verwertbares Ergebnis zu 
erhalten, wenn Min. nicht gleich 0 ist. So kommt es in der Gruppe 1-10 für TaqMan min. 
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gleich 0 in 3,14 % zu einem verwertbaren Ergebnis und für TaqMan min. nicht gleich 0 in 
21,41 %. Bei den Gruppen 11-100 und 101 bis 15000 kann es bei TaqMan min. gleich 0 in 
33,33% zu einem verwertbaren Ergebnis kommen. Die Wahrscheinlichkeit für TaqMan min. 
ungleich 0 ist in diesen Gruppen „ungleich höher“ bei 76,33% oder bei sogar 98,72 Prozent. 
Ein Sonderfall liegt vor, wenn TaqMan max. sehr hoch ist und TaqMan min. gleich 0. Das 
Besondere ist die niedrige Fallzahl und die weit auseinander liegenden Werte. Bei den 
Werten  31-100 und 0, 101-1000 und 0, 1001-10000 und 0 oder 10001-15000 und 0 ist die 
Stückzahl zu gering um eine valide Aussage machen zu können, aber trotzdem kann man 
die Tendenz erkennen, dass die Wahrscheinlichkeit eines verwertbaren Ergebnisses 
wesentlich geringer ist wenn TaqMan min. gleich 0 ist. Auf diese Gruppe wird noch mal in 
der Diskussion eingegangen und Gründe für die verwertbaren Ergebnisse erörtert.  
 
4.5 Nachuntersuchung in Gruppe 1 
Eine Grenze wurde bestimmt bei TaqMan max. kleiner 2,5pg/µl und TaqMan min. kleiner 
1pg/µl. An einer unabhängigen Stichprobe wird nun nochmals überprüft, ob auch hier diese 
Aussage zutrifft.  
Es werden 97 Proben durch Zufall ausgewählt und unter gleichen Messbedingungen 
sämtliche Tests durchgeführt. 77 befinden sich wieder im Mittelwert zwischen 0-5pg/µl, in 20 
Fällen kommt es bei einer der beiden Messung zu einem extrem hohen Wert, der nicht 
dargestellt werden kann, und vermutlich auf die Eigenfluoreszenz des Plastikmaterials 
zurückzuführen ist. Die Daten werden in Tabelle 33 dargestellt. 
 
  
TaqMan 0-5 TaqMan >30 Gesamt 
 
Anzahl 77 20 97 
 
Nicht verwertbar 70 19 89 
 
Verwertbar 7 1 8 
Verwertbar 
9 Systeme gesamt 5 0 5 
Teilprofil gesamt 2 1 3 
Nicht verwertbar 
multiple Bandenmuster 10 4 14 
negativ 60 15 75 
Tabelle 33: Aufteilung der 97 Proben der Nachuntersuchung: In den Spalten wird die Aufteilung in die 
TaqMan Gruppen dargestellt, in den Zeilen sieht man die Unterteilung in verwertbar und nicht verwertbar, so 
wie ihre Untergruppen 
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Auch in dieser Stichprobe werden noch einmal die TaqMan max. und TaqMan min. Werte 
betrachtet und tabellarisch dargestellt. Es wird überprüft ob unsere Aussage auch auf diese 
Stichprobengruppe zutrifft. 
 Die Daten werden in Tabelle 34 dargestellt. 
 Anzahl 
Proben 
Ergebnis Anteil 
Positiv negativ positiv 
Alle 97 89 8 8% 
TaqMan max. TaqMan min.     
0 0 39 39 0 0% 
1 0 1 1 0 0% 
2 0 2 2 0 0% 
1 3 3 0 0% 
2 1 1 0 0% 
3 1 2 2 0 0% 
2 3 2 1 33% 
3 2 1 1 50% 
4 0 1 1 0 0% 
1 1 1 0 0% 
2 2 1 1 50% 
3 1 1 0 0% 
4 4 3 1 25% 
4,5 2 1 1 0 0% 
5 1 1 1 0 0% 
2 2 2 0 0% 
3 4 3 1 25% 
4 1 1 0 0% 
6 1 1 1 0 0% 
3 1 0 1 100% 
7 1 1 1 0 0% 
2 1 1 0 0% 
3 1 1 0 0% 
8 2 1 0 1 100% 
15000 0 4 4 0 0% 
1 3 2 1 33% 
2 7 7 0 0% 
3 3 3 0 0% 
15000 3 3 0 0% 
Tabelle 34: Auszählung der 97 nachuntersuchten Proben 
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In dieser Nachuntersuchung zeigen sich die Ergebnisse wesentlich eindeutiger. Bis zur 
Grenze von TaqMan max. 2,5pg/µl und TaqMan min 1pg/µl kommt es in 0% der Fälle zu 
einem verwertbaren Ergebnis. Die von uns gewählte Grenze kann durch die neu 
untersuchten Daten eindeutig bestätigt werden, auch wenn die Stückzahl für weitere 
Signifikanztests zu klein ist. Dennoch sehen wir, dass unsere Grenze auch auf diese 
Stichprobe zutrifft und können sie als aussagekräftig betrachten. 
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5 Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit geht es um die Quantifizierung von DNA in einer Probe und der 
daraus resultierenden, möglichen Konsequenz für weitere Untersuchungen. Mit Hilfe des 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wird die Menge der DNA, die in einer Probe 
enthalten ist, bestimmt. Die Frage in dieser Arbeitet lautet, ob man durch diese 
Quantifizierung bestimmen kann, welche Proben in der weiteren Untersuchung typisiert 
werden sollen und welche nicht. Das Ziel ist es, mit Hilfe des Ergebnisses des QuantifilerTM 
Human DNA Quantification Kit Proben eindeutig aussortieren zu können, die nicht weiter 
untersucht werden müssen. Hierbei müssen falsch negative Ergebnisse auf ein Minimum 
reduziert werden. Darunter versteht man alle Proben, die nach Aussage des TaqMan kein 
Ergebnis liefern dürften, bei denen aber doch ein Profil erstellt werden kann. Durch die 
Einführung eines Grenzwerts können die Ressourcen im Labor optimal genutzt und somit 
kosteneffizient gearbeitet werden.  
Durch ein Aussortieren von Proben ist mit einen Verlust von Daten zu rechnen, auch wenn 
dieser noch so gering ist. Bei Kapitaldelikten muss jede Spur typisiert werden, auch wenn 
nach Aussage der Quantifizierung die Erfolgschance für den Erhalt eines Profils gegen null 
geht. Der Verlust von einer möglichen Information wird im Bereich von Kapitaldelikten als zu 
riskant angesehen. Ein geringer Verlust von möglichen Informationen ist bei Delikten aus 
dem minderschweren Deliktsbereich gegebenenfalls noch tragbar. Um nun einen Grenzwert 
für den Bereich der Massenkriminalität einführen zu können, musste zuerst in 
Zusammenarbeit mit unseren Auftraggebern erörtertet werden, welche Menge an falsch 
negativen Ergebnissen tragbar wäre. Hier wurde mit Polizeidienststellen des Instituts für 
Rechtsmedizin festgelegt, dass bei einer Wahrscheinlichkeit für ein positives Ergebnis unter 
2% die Probe nicht weiter typisiert werden muss. 
Die Wahrscheinlichkeit für ein positives Ergebnis liegt nur bei den Proben mit einem sehr 
geringen DNA Gehalt unter 2%. Deswegen werden in der vorliegenden Arbeit vor allem die 
Proben mit einem geringen DNA Gehalt betrachtet. Dies entspricht Proben mit nur wenig pg 
DNA pro µl Extrakt als Ergebnis des QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit. Je größer 
der DNA Gehalt in einer Probe ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit für ein positives 
Ergebnis, somit sind die großen TaqMan Werte für die Findung eines Grenzwerts 
uninteressant. Laut Herstellerangaben kann der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit 
Werte zwischen dem Referenzbereich von 23- 50.000pg/µl valide messen. Green et al. 
bestätigen in einer Studie, dass der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit ab 23pg 
valide Ergebnisse liefert (Green et al., 2005). Hierbei wurden unterschiedlichste Proben 
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verwendet: DNA von unterschiedlichen ethnischen Gruppen, DNA –Mischungen, degradierte 
DNA, aus Fallproben gewonnene DNA, synthetische DNA von verschiedenen Herstellern 
und sogar nicht humane DNA. In der Studie von Green et al. war der niedrigste 
vorkommende DNA Gehalt 16pg/µl. Die Ergebnisse des QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kits wurden genauestens überprüft und dabei die Ergebnisse mit anderen 
Quantifizierungsmethoden verglichen. Die Reproduzierbarkeit des Ergebnisses wurde 
eingeschätzt, sowie die Sensitivität für humane DNA und die Spezifizität wurden untersucht. 
Green et al. untersuchte den QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit aber nur im Bereich 
des vom Hersteller angegebenen Referenzbereichs. Wenn Messungen unter diesem Bereich 
vorkommen, wurden sie aufgrund des stochastischen Effekts von der Studie 
ausgeschlossen. 
Das Problem ist, dass die Werte, die hauptsächlich in der vorliegenden Arbeit betrachtet 
werden, weit unter diesen Referenzwerten bei ca.5pg/µl liegen. Der QuantifilerTM Human 
DNA Quantification Kit liefert auch ein Ergebnis, wenn weniger als 23pg/µl DNA in Proben 
enthalten sind. Wenn man eine Probe von 2µl verwendet, entspricht dies ungefähr 10 Kopien 
einer DNA in der Probe (Green et al., 2005). Bei so wenig DNA in einer Probe kann es zu 
stochastischen Effekten bei der Bestimmung kommen. Anschaulich bedeutet das, dass in 
einem Probengefäß von 50µl sehr wenig DNA vorliegt und diese nicht homogen verteilt sein 
muss. Pipettiert man nun aus diesem Gemisch 2µl heraus, können durch Zufall entweder 
zwei DNA Stränge aufgenommen werden, ein DNA Strang oder auch kein DNA Strang 
(Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Stochastischer Effekt: Probengefäß mit Pipettenspitze, DNA als rote Kreise dargestellt, durch 
wenig DNA kommt es zu einer inhomogenen Verteilung der DNA, bei Pipettierung können unterschiedliche 
Mengen an DNA entnommen werden. 
 
Dieser geringe DNA Gehalt in einer Probe liegt weit unter der vom Hersteller angegebenen 
Eichkurve. Das kann dazu führen, dass die Einzelwerte der TaqMan Ergebnisse sehr 
unterschiedlich ausfallen. Grund hierfür ist der Aufbau des Tests mit einer Single Locus 
Sonde. Trotz der geringen Menge an DNA in einer Probe kann genügend DNA für eine 
Amplifizierung vorhanden sein. Der Hersteller rät deshalb, bei einem Ergebnis unter 23pg 
DNA entweder eine weitere Quantifizierung durchzuführen oder die Probe zu konzentrieren.  
Schon andere Studien haben sich mit dem Problem der Grenzwertfindung beschäftigt. 
Cupples et al. will in seiner Studie einen Mindestwert finden, unter welchem man auf keinen 
Fall ein Profil aus der Probe erstellen kann. Hierfür verwendete er Abstriche aus 
Wangenschleimhaut. Die DNA wird quantifiziert und Verdünnungsreihen werden hergestellt 
mit Proben, die von 2 bis 250pg/µl DNA enthalten. Es konnte kein eindeutiger Grenzwert 
festgelegt werden, ab wann man kein Profil mehr erhält. Als Ergebnis wurde „Vollprofil“, 
„Teilprofil“ und „nicht auffindbar“ erfasst. In 27% der Fälle konnte ein Profil amplifiziert 
werden, obwohl der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit kein Ergebnis zeigte. Von 
diesen 33 Fällen kam es einmal zu einem Vollprofil, einmal zu einem verwertbaren Teilprofil 
und 7 mal zu einem nicht verwertbaren Ergebnis. Wir haben in unserer eigenen Studie eine 
andere Einteilung gewählt. Nur Voll- und Teilprofile werden als verwertbar, alles andere als 
nicht verwertbar deklariert. Bezogen auf die Einteilung in unserer vorliegenden Studie würde 
das für eine Wahrscheinlichkeit von 6% für ein falsch negatives Ergebnis sprechen. Dieses 
Ergebnis weicht sehr stark von unserem Ergebnis ab, bei dem es in 0,27% zu falsch 
negativen Ergebnissen kam.  
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In beiden Arbeiten zur Quantifizierung von DNA wurde der QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kit nach Herstellerangaben verwendet. Unterschiede zu der 
Versuchsanordnung in der hier betrachteten Arbeit von Cupples et al. waren, dass jede 
Probe nur einmal quantifiziert wurde. Geht man bei unseren Daten von einer einmaligen 
Quantifizierung aus und nimmt nur den jeweils ersten Wert der Quantifizierung, erhält man 
bei 1.012 Proben mit TaqMan null in 24 Fällen ein positives Ergebnis, das entspricht einer 
Wahrscheinlichkeit von 2,4% für ein falsch negatives Ergebnis. Dieser Wert ist zwar nicht so 
hoch, wie die 6% aus der Studie von Cupples et al., aber auch wesentlich höher als unsere 
0,27%. Die besonders hohen Werte bei Cupples et al. könnten auch an der geringen Fallzahl 
und somit an einem stochastischen Effekt liegen. Auch in der Studie von Cupples et al. wird 
diskutiert, dass eine einmalige Quantifizierung nicht ausreicht um aus den erhaltenen Werten 
eine Schlussfolgerung ziehen zu können (Cupples et al., 2009). In unserer 
Versuchsanordnung wurden alle Proben doppelt bestimmt und danach der Mittelwert aus 
beiden TaqMan-Werten gebildet. Damit kann sichergestellt werden, dass falsch negative 
Proben erkannt werden. Das bedeutet, Proben die einmal keinen Wert gezeigt haben, 
werden nicht sofort ausgeschlossen. Gründe hierfür sind unter anderem menschliches 
Versagen, Pipettierungenauigkeiten aber auch die stochastische Prävalenz. 
Köhnemann et al. stellte fest, dass man mit Hilfe der qPCR relativ gut nachweisen kann, ob 
mitochondriale DNA in Haarschäften vorhanden ist oder nicht. Da auf dem Markt kein Kit für 
die Quantifizierung von mt-DNA vorhanden ist, wurden hierfür zwei bestimmte Primer 
verwendet (F16328 und R16440), eine Untersuchungsmethode entwickelt und überprüft. Bei 
den Primern handelt es sich um Single Locus Sonden (SNPs). Erhält man ein Ergebnis bei 
der Quantifizierung, ist im Nachhinein auch immer eine Amplifizierung der mt-DNA möglich. 
Die Ergebnisse wurden entsprechend zu unserer Studie in verwertbare und nicht 
verwertbare Ergebnisse eingeteilt. Bei 110 Proben mit einem positiven qPCR Ergebnis, kam 
es immer zu einem verwertbaren Ergebnis bei der weiteren Analyse (Köhnemann et al., 
2010). In unserer vorliegenden Arbeit ist so ein eindeutiger Schluss nicht möglich. Auch 
wenn bei der qPCR DNA nachgewiesen wird, kommt es nicht unbedingt zu einem 
verwertbaren Profil. In beiden Fällen werden Single Locus Sonden verwendet. Aber in der 
Studie von Köhnemann et al. wird mitochondriale DNA und nicht Kern DNA untersucht. Der 
Grund für diese Abweichung liegt wahrscheinlich in der mitochondrialen DNA. Köhnemann et 
al. erwähnt, dass mt-DNA aufgrund des zahlreichen Vorkommens in einer Zelle viel 
einfacher detektiert werden kann. In der von uns vorgelegten Studie kann kein so 
eindeutiges Ergebnis geliefert werden, deshalb muss man sich intensiver mit einer 
Grenzwertfindung beschäftigen. 
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Aber auch bei der Studie von Köhneman et al. kommt es zu falsch negativen Ergebnissen 
bei der Quantifizierung von mitochondrialer DNA. Hier kam es bei 135 Proben in 27 Fällen zu 
keinem Ergebnis bei der Quantifizierung, in 4 Fällen konnte dennnoch ein Teilprofil erstellt 
werden. Das entspricht einer Wahrscheinlichkeit von 15% für falsch negative Ergebnisse 
(Köhneman et al., 2010). Das zeigt, dass eine gewisse Anzahl an falsch negativen 
Ergebnissen in unterschiedlichen Studien nicht vermieden werden konnte. 
Auch bei Doppelbestimmung kommen in der vorliegenden Arbeit falsch negative Ergebnisse 
vor. Bei TaqMan 0pg/µl in der Doppelbestimmung kommt es in 0,27% zu einem positiven 
Ergebnis. Diese Wahrscheinlichkeit ist sehr gering. Dies lässt sich vermutlich durch den 
bereits erläuterten stochastischen Effekt im Bereich unterhalb der Eichkurve erklären. Um 
das Auftreten von falsch negativen Ergebnissen zu minimieren, wurde die 
Doppelbestimmung in die Routine eingeführt. Eine weitere Minimierung ist kaum möglich und 
im Bereich Einbruch/Diebstahl oder geringere Deliktsbereiche ist dieser Fehler tragbar. 
Neben den falsch negativen Ergebnissen fallen noch andere Phänomene bei Betrachtung 
der Daten auf. Einige TaqMan Kombinationen treten sehr selten auf und haben dadurch eine 
geringe Fallzahl, wie zum Beispiel die Kombination TaqMan max. 2,5pg/µl und TaqMan min. 
2pg/µl. In der graphischen Darstellung springen diese Kombinationen durch sehr hohe oder 
sehr niedrige Wahrscheinlichkeiten ins Auge und erscheinen wegen der geringer Fallzahl wie 
Ausreißer. Diese vermeintlichen Ausreißer muss man nicht weiter betrachten und durch die 
Bildung von größere Gruppen entfallen sie ganz.  
Manchmal kommt es vor, dass bei der Doppelbestimmung ein Wert extrem hoch (101-
15000) und der andere Wert Null ist. Diese Ergebnisse sind im Allgemeinen nicht 
reproduzierbar. Hier handelt es sich höchstwahrscheinlich um Eigenfluoreszenz des 
Plastikmaterials. Dies tritt hier in 6 Fällen auf, wobei zwei davon ein positives Ergebnis 
liefern. Da hier gegebenenfalls eine fehlerhafte Bestimmung vorliegt, sollten die Proben 
entweder erneut quantifiziert werden oder zur Sicherheit einfach weiteruntersucht werden. 
Über den DNA Gehalt in diesen Proben kann nach der 1. Quantifizierung keine eindeutige 
Aussage gemacht werden.  
Nach Diskussion der auffälligen Werte muss nun noch die Theorie der stochastischen 
Untersuchung im Allgemeinen betrachtet werden. Die in dieser Arbeit vorliegenden 
Ergebnisse zeigen, dass anfangs bis zu einem TaqMan von 4,5pg/µl die Wahrscheinlichkeit 
für ein positives Ergebnis unter 2% bleibt. Um eine Grenze festlegen zu können muss diese 
Beobachtung verallgemeinerbar sein. Mit Hilfe von Signifikanztests versucht man die hier 
erhaltenen Ergebnisse auf alle möglichen, gleichartigen Fälle zu übertragen. Bei dem hier 
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verwendeten Signifikanztest kam man zu dem Ergebnis, dass alle Ergebnisse mit TaqMan 
max. kleiner 2,5pg/µl und TaqMan min. kleiner 1pg/µl eindeutig unter 2% Wahrscheinlichkeit 
für ein positives Ergebnis liegen. Dieses Ergebnis ist sogar hoch signifikant, das bedeutet 
das Signifikanzniveau von 0,01 konnte eingehalten werden. In der Theorie für einen 
statistischen Test darf immer nur eine Hypothese aufgestellt werden und diese muss einzeln 
überprüft werden. Unsere Hypothese lautet, dass bis zu einem TaqMan max. Wert kleiner 
2,5pg/µl und TaqMan min kleiner 1pg/µl signifikant weniger als 2% positive Ergebnisse 
vorliegen. Hier wurden ergänzend weitere Hypothesen mit jeweils einem anderen Wert 
überprüft. Dabei wurde für die jeweilige Hypothese ein anderer Grenzwert gewählt, diese 
waren 0pg/µl, 1,5pg/µl sowie 4pg/µl; 4,5pg/µl und 5pg/µl. Bei den Werten größer 2,5pg/µl 
konnte aber kein signifikantes Ergebnis mehr erreicht werden. Dieses Prozedere war nötig 
und ist in der Praxis durchaus gängig, da man aufgrund der Materialknappheit nicht für jeden 
möglichen Grenzbereich noch einmal so viele Daten erheben kann.  
Um die Richtigkeit unserer Ergebnisse zu überprüfen, wurde zusätzlich eine Cross-
Validierung durchgeführt. Hierbei handelt es sich um ein statistisches Verfahren bei dem das 
errechnete Ergebnis an einem unabhängigen Datensatz überprüft wird. In der vorliegenden 
Arbeit wurden die Daten anhand der Nachuntersuchung kontrolliert. Durch die 97 
unabhängigen Proben der Nachuntersuchung konnten somit die erhaltenen Ergebnisse 
bekräftigt werden. 
Eine sehr ähnliche Fragestellung wird in einer Studie von Anslinger et al. 2011 behandelt. 
Anslinger et al. überprüft, wie man aus Proben, die man bei Sexualdelikten erhält und die 
meist eine Mischung von weiblicher und männlicher DNA enthalten, am besten diese Spuren 
heraus filtern kann, die genügend männliche DNA enthalten, um den männlichen Anteil der 
Spur noch darstellen zu können. Die Studie beschäftigt sich mit dem Problem, ob man mit 
Hilfe des Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit Proben finden kann, die keine männliche 
DNA enthalten, um diese Proben vor der weiteren Untersuchung auszusortieren. Hierfür 
wurden 508 Proben zuerst mit Hilfe des Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit quantifiziert 
und die Menge an männlicher DNA erfasst. Es erfolgte eine Doppelbestimmung. Im 
Anschluss wurden alle Proben entweder mit autosomalen und Y-chromosomalen STRs oder 
nur Y-chromosomalen STRs typisiert. Liegt viel männliche DNA in einer Probe vor, kann 
neben den Y-chromosomalen STRs auch noch die austosomalen STRs mitamplifiziert 
werden. Liegt aber sehr viel weibliche DNA in einer Probe vor und nur wenig männliche, 
kann es zu Problemen bei der Typisierung kommen. Bei den autosomalen STRs wird 
vermehrt die weibliche DNA amplifiziert, dadurch wird die männliche DNA in der Probe nicht 
erkannt. In solchen Fällen muss nur eine Y-chromosomale STR Typisierung erfolgen, um 
nicht die männliche Information zu verlieren.  
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In der Studie von Anslinger et al. wurde die Effektivität des Quantifiler® Duo DNA 
Quantification Kit im Bezug auf das Finden von männlicher DNA untersucht. Der Aufbau 
dieser Studie ist ähnlich dem Aufbau der hier vorliegenden Studie, nur das Augenmerk liegt 
auf der männlichen DNA. Auch die Ergebnisse wurden ähnlich eingeteilt, man unterschied 
zwischen „Vollprofil“, „Teilprofil“ und „nicht verwertbare“ oder „nicht reproduzierbare“ 
Ergebnisse. In 311 Fällen fand der Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit in beiden Fällen 
keine männliche DNA, trotzdem konnte hier in 8 Fällen mit Hilfe der Y-chromosomalen 
Typisierung ein Profil erstellt werden. Das entspricht einer Wahrscheinlichkeit für ein falsch 
negatives Ergebnis von 2,57%. In 73 Fällen fand der Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit 
einmal männliche DNA in der Probe und einmal keine, hier kam es in 18 Fällen zu einem 
positiven Ergebnis. Die Schlussfolgerung dieser Studie zeigt, dass man mit Hilfe des 
Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit keine sichere Aussage machen kann. Es gibt zu 
viele falsch negative Aussagen. Im Gegensatz zu unserer durchgeführten Studie wäre der 
Verlust dieser Daten im Zusammenhang mit Sexualstraftaten nicht tragbar. Dennoch ist es 
wichtig die Quantifizierung zu machen, um entscheiden zu können, ob so wenig männliche 
DNA vorliegt, dass man nur eine Y-chromosomale Typisierung durchführen kann oder auch 
eine autosomale Typisierung gegebenenfalls erfolgsversprechend verlaufen könnte 
(Anslinger et al., 2011). Dieses Ergebnis zeigt Ähnlichkeit zu der von uns vorgelegten Studie. 
Auch hier kommt es zu falsch negativen Ergebnissen, allerdings ist die Wahrscheinlichkeit 
hierfür wesentlich geringer, und das Ausmaß ist für minderschwere Delikte, wie Eigentum- 
und Raubdelikte eher tragbar.  
Auf Grund der von uns durchgeführten und hier vorliegenden Arbeit und den Ergebnissen 
konnte nach einer Besprechung mit den Auftraggebern die Untersuchungsstrategie im Jahr 
2009 im Labor geändert werden. Es wurden nicht mehr alle Proben nach der Quantifizierung 
typisiert, sondern nur Proben, die mehr als 2,5pg/µl DNA bei Quantifizierung durch den 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit erfasst haben. Genauer bedeutet das, dass alle 
Proben mit beiden TaqMan Werten null (dies umfasst den Großteil mit 750 Proben), 
ausgeschlossen werden, sowie 131 Proben, bei denen TaqMan min. 0pg/µl oder 1pg/µl und 
TaqMan max. 1pg/µl oder 1,5pg/µl, sowie 190 Proben bei denen TaqMan min. 0pg/µl 
oder1pg/µl und TaqMan max. 2pg/µl oder 2,5pg/µl ist. Von unseren 3.068 Proben können 
somit 1.071 Proben ausgeschlossen werden, die nicht weiter getestet werden müssen. 
Daraus kann man schließen, dass ca. 35% der Proben in Zukunft nicht weiter getestet 
werden müssen. Es kann eine kosten- und zeiteffizientere Arbeit erreicht werden. 
Werden im Labor neue Kits verwendet, kann diese Grenze nicht automatisch übernommen 
werden. Für jeden Kit ist eine individuelle Validierung mit Grenzwertfindung, entsprechend 
dieser Studie, erforderlich. Dies ist ein dynamischer Prozess. Durch die Verbesserung der 
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Quantifizierungs Kits, oder auch durch das Einführen von zum Beispiel STR Multiplex 
Systeme, kann diese Grenze auch weiter nach unten sinken. 
Eine andere Möglichkeit der Kostenersparnis wird in der Studie von Westring et al. gezeigt. 
Hierbei werden weniger Reagenzien als vom Hersteller angegebenen für die Quantifizierung 
verwendet und überprüft, ob man bei der Quantifizierung übereinstimmende Ergebnisse 
erhält. Es wurden Proben mit unterschiedlichem DNA Gehalt, Proben mit Verunreinigung 
oder degradierter DNA gemessen. Der Bereich variierte von 0 bis 2,9ng/µl DNA. Mit Hilfe des 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit wurden die Proben quantifiziert, wobei eine 
Testreihe mit der vom Hersteller angegebenen Reagenzienmenge pipettiert wurde 
(entspricht 10,5µl Primer Mix, 12,5µl PCR Reaction Mix und 2µl DNA ) und eine Testreihe 
mit reduziertem Reagenzienmaterial (entspricht 4,2µl Primer Mix, 5µl PCR Reaction Mix und 
0,8µl DNA) angestezt wurde. Es kam jeweils zu reproduzierbaren und sehr ähnlichen 
Ergebnissen ohne starke Abweichung bei den Testreihen. Als Schlussfolgerung konnte kein 
Unterschied bei der Testreihe mit verminderter Reagenzienmenge gefunden werden. Bei 
Proben mit sehr degradierter DNA, kam es in dieser Testreihe sogar zu weniger 
stochastischen Effekten (Westring et al., 2007). Die Behauptung, dass es bei geringerer 
Reagnezienmenge zu weniger stochastischen Effekten kommt, konnte in unserem Labor 
nicht bestätigt werden und müsste noch an einem großen Datensatz überprüft werden. Es 
könnte aber als Möglichkeit zur Optimierung unseres Grenzwerts in Betracht gezogen 
werden.  
Eine Idee zur Weiterführung dieser Studie wäre die Verwendung von Multi Copy Sonde 
Anstelle einer Single Copy Sonde. So wurde in der Studie von Thomas et al. 2013 überprüft, 
ob sich Multi Copy Test Kits besser zum Erheben eines Grenzwerts eignen. Es wurde der 
Qiagen InvestigatorTM Quantiplex Kit zur Quantifizierung der DNA verwendet. Im Kit wird zur 
Amplifizierung ein Multi Copy Gen mit 146 Basenpaaren verwendet. Das bedeutet, dieser Kit 
unterscheidet sich völlig von dem von uns verwendeten Kit. Bei uns liegt eine wesentlich 
kürzere Single Copy Sonde vor. In der Studie von Thomas et al. wurden 55 Proben aus 
Wangenabstrichen gewonnen und verdünnt, so dass die Konzentrationen von 300pg/µl bis 
0,078pg/µl variierten. Man teilte die Ergebnisse der Quantifizierung in vier Gruppen ein, von 
„keine DNA enthalten“ bis „mehr als 100pg/µl DNA“ und verglich die dazu erhaltenen STR-
Profile. Auch hier kam es vor, dass bei Proben detektierbare Allele gefunden wurden, obwohl 
bei der Quantifizierung keine DNA gemessen wurde. So konnte bei 27 Proben mit negativer 
Quantifzierung ein Teilprofil gewonnen werden. Auch bei Proben mit einem sehr geringen 
DNA Gehalt (bis 8,9pg/µl DNA) kam es bei 7 Ergebnissen sogar zu 2 Vollprofilen. Allerdings 
kam es auch in sechs Fällen vor, dass man ein verwertbares Ergebnis auf Grund der 
Quantifizierung erwartet hätte und man trotzdem kein Profil erstellen konnte. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass der Qiagen InvestigatorTM Quantiplex Kit 
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wesentlich geringere Mengen an DNA als der QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit 
messen kann. Der niedrigste auf der Eichkurve erfassbare Wert ist beim Qiagen 
InvestigatorTM Quantiplex Kit 4,8pg/µl im Vergleich zu dem bei uns empfohlenen Wert von 
23pg/µl. Auch wenn der Qiagen InvestigatorTM Quantiplex Kit wesentlich sensitiver bei sehr 
niedrigen Ergebnissen ist, kann man mit diesem Test trotzdem noch nicht die Vorhersage 
über das zu erwartende Ergebnis verbessern (Thomas et al., 2013).  
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6 Zusammenfassung 
In der Forensik geht es darum, aus allen am Tatort asservierten Spuren möglichst viele 
Informationen über den Täter zu erhalten. Auf Grund der enormen Fortschritte in der 
forensischen Molekularbiologie reichen mittlerweile einige Zellen aus, um ein DNA Profil 
erstellen zu können. Die kommerziell erhältlichen Kits und Untersuchungsmethoden werden 
immer weiter entwickelt und somit auch sensitiver.  
Dies führt zu einer Herausforderung und zu der in dieser Arbeit behandelten Fragestellung. 
Da man möglichst viel Information am Tatort gewinnen will, wird eine Fülle von Proben 
eingeschickt, um diese zu untersuchen. Man hofft daraus ein DNA Profil erstellen zu können. 
Aber nicht jede asservierte Spur enthält DNA. Da die Untersuchungsmethoden sehr kosten- 
und zeitaufwendig sind, will man die Proben ohne DNA weitestgehend aussortieren und nicht 
aufwendig austypisieren. Hierbei spielt die Quantifizierung von humaner DNA in einer Probe 
eine wichtige Rolle. 
Ziel dieser Arbeit ist es, die Menge an humaner DNA zu bestimmen, die in einer Probe 
enthalten sein muss, um ein eindeutiges Profil aus einer Spur gewinnen zu können. Hierbei 
soll ein Grenzwert gebildet werden, ab dem es sich lohnt eine Probe weiter zu untersuchen 
oder diese zu verwerfen, da man mit großer Wahrscheinlichkeit kein Profil erhalten wird.  
Insgesamt wurden 3.068 Proben untersucht. In einer unabhängigen Nachuntersuchung 
wurden nochmals 97 Proben auf gleiche Weise untersucht. Alle Proben wurden nach 
Extraktion und Aufreinigung durch den Bio Robot EZ1 mittels QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kit von der Firma Thermo Fisher quantifiziert. Der Kit enthält für die 
Amplifikation eine Single Copy Sonde aus 62 Basenpaaren. Diese Quantifizierung erfolgte 
doppelt, um das Problem des stochastischen Effekts zu minimieren. Die eigentliche 
Genotypisierung, beziehungsweise STR-Profilerstellung erfolgte einmal mit Mentyp® 
Nanoplex QS von der Firma Biotype, und einmal mit AmpF/STR® SEfiler plus von der Firma 
Thermo Fisher.  
Zur statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse der Quantifizierung mit den 
Ergebnissen der Genotypisierung verglichen. Erhaltene Profile unterschied man in zwei 
Gruppen, „ Verwertbar“ und „Nicht Verwertbar“. Unter „Verwertbar“ wurden Voll- und 
Teilprofile erfasst, nicht verwertbar umfasst die negativen Ergebnissen sowie nicht 
interpretierbare, beziehungsweise reproduzierbare Profile. Mit Hilfe des Programms SAS 
wurden die Daten betrachtet und eine eindeutige Tendenz wurde sichtbar. Es war zu 
erwarten, dass je mehr DNA in einer Probe enthalten ist, desto höher ist die 
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Wahrscheinlichkeit für ein positives Ergebnis. Die Frage ist nun, ab welchem Wert die 
Wahrscheinlichkeit groß genug ist. Die Grenze muss bei Proben mit einem sehr geringen 
Gehalt an DNA gefunden werden. Obwohl diese Werte außerhalb des vom Hersteller 
empfohlenen Bereichs zur Quantifizierung liegen, gibt der QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kit auch für den Bereich unter 23pg/µl verwertbare Ergebnisse (TaqMan-
Werte) an. Zur genaueren Bestimmung wird ein Grenzwert berechnet und dessen 
Signifikanz überprüft. Hierzu muss mit den auftraggebenden Polizeidienststellen festgelegt 
werden, wie hoch die Wahrscheinlichkeit für falsch negative Ergebnisse sein darf. Da für 
Spuren aus dem minderschweren Deliktsbereich wie beispielsweise der Eigentumsdelikte, 
anders als bei Kapitaldelikten, ein gewisser Verlust an Informationen tragbar ist, wurde ein 
maximaler Wert von 2% für falsch negative Ergebnisse vereinbart. Somit kann eine hoch 
signifikante Grenze mit einem Signifikanzniveau α von 0,01 bei einem TaqMan max. kleiner 
als 2,5pg/µl und TaqMan min. kleiner 1pg/µl gezogen werden. Das bedeutet, dass alle 
Proben, deren Ergebnis bei der Quantifizierung unter diesen TaqMan Werten liegt, nicht 
weiter amplifiziert werden müssen. Diese Untersuchungsstrategie wurde 2009 realisiert. 
Für jeden neuen Kit muss aber immer in ähnlicher Verfahrensweise ein neuer Grenzwert 
erstellt werden, da die Ergebnisse unserer Studie nicht auf andere Kits übertragbar sind. 
Eine Weiterführung dieser Studie wäre zum Beispiel die Festlegung eines Grenzwerts unter 
Verwendung von Multi-Copy-Sonden anstatt Single-Copy-Sonden. Diese erhöhen die 
Sensitivität der Quantifizierung.  
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7 Anhang  
 
7.1 SAS Programm: 
data anna.datenber; 
 
                                   /* Bestimmung der Positiven 
set anna.datenber(drop=ergebniss personen_profil); 
positiv=0; 
   if ergebnis="positiv" then positiv=1; 
 if Systeme="0 von 9 Systeme" then positiv=0; 
if personenProfil="multiple Bandenmuster" then positiv=0; 
qtymax=max(qtywert1,qtywert2);                                 /* Berechnunh von TaqMan max. 
qtymin=min(qtywert1,qtywert2);                                      und TaqMan min. 
    select ; 
 
                                 /* Gruppenbildung 
when (qtymax<11) qtymaxg=qtymax; 
 when (qtymax<31) qtymaxg=20; 
 when (qtymax<101) qtymaxg=65; 
 when (qtymax<1001) qtymaxg=550; 
 when (qtymax<10001) qtymaxg=5500; 
 otherwise qtymaxg=15000;end; 
 select ; 
   when (qtymin<11) qtyming=qtymin; 
 when (qtymin<31) qtyming=20; 
 when (qtymin<101) qtyming=65; 
 when (qtymin<1001) qtyming=550; 
 when (qtymin<10001) qtyming=5500; 
 otherwise qtyming=15000;end; 
 run; 
   data anna.datenber; 
  set anna.datenber; 
  select ; 
   when (qtymax<11) qtymaxg2=qtymax; 
 otherwise qtymaxg2=1000;end; 
 select ; 
   when (qtymin<3) qtyming2=qtymin; 
 otherwise qtyming2=1000;end; 
 run; 
   data anna.datenber; 
  set anna.datenber; 
  if qtymax<11 and qtymin<3 then gruppe=1; 
else gruppe=2; 
  run; 
   
Tabelle 35: SAS Programm zur Erhebung der Daten: Im ersten Absatz wird die Definition von Positiv und 
Negativ festgelegt, wobei Positiv ein verwertbares Ergebnis bedeutet und negativ kein verwertbares Ergebnis. Im 
nächsten Schritt erfolgt die Aufteilung in TaqMan max. und TaqMan min, entspricht hier den qtymax und 
qtymin Werten. Im letzten Schritt erfolgt die Zusammenfassung in Gruppen ab Werten größer 10. 
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7.2 Excel Formel für Signifikanzberechnung: 
 
Tabelle 36: Berechnung mit Excel der Formel: P(X=i)=b(i│p0,n)= b(i-1│p0,n) (n-(i-1)) p0 /(i (1- p0)). In 
diesem Fall wurde der kritische Wert zur Signifikanzbestimmung berechnet für 1071 Fälle, die für TaqMan 
max<2,5 und TaqMan min.< 1 auftreten, unter der Bedingung, dass die falsch negativen Werte mit einer 
Wahrscheinlichkeit von = 0,02 auftreten. Das Ergebnis kann man in der Zeile ablesen, in der P(X<=k) unter dem 
Signifikanzniveau α liegt, dass bedeutet die 0,01 gerade noch nicht übersteigt.In diesem Fall ist das Zeile 11 mit 
0,0098. Folglich liegt der kritische Wert hierfür bei 11. 
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7.6 Abkürzungsverzeichnis 
bp   Basenpaar  
CT-Wert   Threshold Cycle 
DAD   Deutsche DNA Analyse Datei 
DAPI   4′,6′-Diamindine-2-Phenylindole 
DNA   desoxyribonuklein acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTPs   Desoxyribonukleosidtriphosphate 
6-FAM   6- Carboxyfluorescein 
FET   Fluoreszenz-Energietransfer 
GH   Genotyphäufigkeit 
H0   Nullhypothese 
H1   Gegenhypothese 
HEX   Hexachloro-Fluoresceine 
hTERT    Humane Telomerase Reverse Transcriptase Gen  
IPC   interne Positivkontrolle 
MGB   TaqMan® minor groove binder 
MLS   Multi-Loci-Sonde 
NED   fluorescierender Farbstoff der Firma Applied Biosystems 
P   Wahrscheinlichkeit 
PCR   polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
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RFLP   Restriktions Fragment Längen Polymorphismus 
RFU   relative Fluoreszenz Unit 
RNA   ribonuklein acid (Ribonukleinsäure) 
ROX   Carboxy X Rhodamin 
rt-PCR   real time Polymerase Chain Reaction 
SDS   Sequenz Detection System 
SLS   Single-Locus-Sonde 
STR   Short Tandem Repeat 
SWGDAM  Scientific Working Group DNA Analyse Methods 
Taq   Thermus aquatius  
UV   Ultra violett 
VIC   fluorescierender Farbstoff der Firma Applied Biosystems 
VNTRs   variable number of Tandem repeats 
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